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1.  Einleitung 
1.1.Embryonalentwicklung des Hypophysenvorderlappens  
 
Die Hypophyse ist eine lebenswichtige endokrine Drüse. Sie wiegt zwischen 600-900mg und 
liegt in einer knöchernen Grube in der Schädelbasis. Embryonalgeschichtlich gesehen besteht 
sie aus zwei unterschiedlichen Anteilen: Die Adenohypophyse, bestehend aus Vorder- und 
Mittellappen, entstammt dem oralen Ektoderm. Die Neurohypophyse, auch als Hinterlappen 
bezeichnet, leitet sich vom Neuroektoderm ab.  
Die Adenohypophyse wird aus fünf verschiedenen hormonaktiven Zelltypen gebildet: den 
somatotropen, den thyreotropen, den laktotropen, den gonadotropen und den kortikotropen. In 
der Neurohypophyse sind Antidiuretisches Hormon (ADH) und Oxytocin gespeichert. 
Bei Untersuchungen zur Differenzierung der einzelnen Zellinien wurde der Transkriptions- 
faktor (Tf) Pituitary Factor 1 (Pit-1) entdeckt. Pit-1 bewirkt eine regelrechte Differenzierung 
der somatotropen, thyreotropen und laktotropen Zellen [1], [2]. 
Seitdem sind weitere hypophysäre Tf gefunden worden [3]. Vermutlich ist die Ontogenese 
der Hypophyse nicht nur durch Tf gesteuert, sondern induktive Signale des Zwischenhirns 
scheinen auch eine Rolle zu spielen.  
Zunächst soll die Transkriptionelle Regulation besprochen werden. Die Entwicklung der 
Hypophyse verläuft schrittweise. Es gibt drei wichtige ontogenetische Ereignisse: 
 
1) Die Ausformung einer rudimentären Rathke Tasche (Rta) durch Ausstülpen des oralen 
Ektoderms. 
 
2) Die nächste Entwicklungsstufe wird als definierte Rta bezeichnet. Sie entsteht durch    
weiteres Aufwärtswandern der rudimentären Rta, und durch die Bildung des 
Infundibulums durch Absenken des hinteren Anteils des zukünftigen Dienzephalon.  
 
3) Am Ende entsteht durch Zellproliferation in der Hypophysenanlage die reife Hypophyse. 
 
Die rudimentäre Rta entwickelt sich bei der Maus am Entwicklungstag (e) 8.5. Histologisch 
gekennzeichnet ist sie durch eine Verdickung des Ektoderms am Dach der zukünftigen 
Mundhöhle. Eine Regulation auf Transkriptionsebene ist nicht bekannt. 
Die definierte Rta entwickelt sich am e12 bei der Maus durch ein weiteres Ausstülpen der 
rudimentären Rta in Richtung Dienzephalon. Dieser Schritt unterliegt der gemeinsamen 
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Kontrolle des LIM Homöobox3 (LHX3)- und des LIM Homöobox4 (LHX4)-Gens. Mutante 
Mäuse, bei denen jeweils nur eines dieser beiden LHX-Gene depletiert ist, haben eine normal 
entwickelte Rta. Bei der doppelten Mutante ist nur eine rudimentäre Rta nachweisbar [4]. 
Ab dem e12 der Maus proliferiert der ventrale Anteil der Rta und bildet später den 
Hypophysenvorderlappen (HVL). Der Kontakt zur Mundhöhle geht verloren und die fünf 
oben genannten Zelltypen differenzieren sich. Die Differenzierung und Proliferation der 
einzelnen Zellinien unterliegen dem Einfluß des LHX3 Gens. Mutanten, denen das LHX3 
fehlt, entwickeln zwar eine definierte Rta, aber weder entwickelt sich eine adulte Hypophyse 
noch lassen sich differenzierte hypophysentypische Zellen nachweisen [5]. 
Ab dem e17 spricht man am Mausmodell von der Hypophyse.  
Orales Ektoderm  rudimentäre Rta   definierte Rta            
reife Hypophyse 
Abb.1: Entwicklung der Hypophyse 
Abkürzungen: AL Hypohysenvorderlappen, AL Hypophysenvorderlappen, AN 
vordere Neuralrohröffnung, DI Diencephalon, F Vorderhirn 
(Proencephalon), H Herz, HB Rautenhirn, I Infundibulum, IL 
Hypophysenmittelappen, MB Mittelhirn (Mesencephalon), N 
Notochord, NP Neuralplatte, O Mundhöhle, OC Chiasma opticum, OM 
Mundhöhlmembran, P pontine Flexur, PL Hypophysenhinterlappen, PO 
Pons, PP Prächordalplatte, RP Rathke Tasche, SC sphenoidaler Knorpel 
[11] 
 
Der nachfolgende Abschnitt beschäftigt sich mit den induktiven Signale des Zwischenhirns. 
Sobald sich die Rta formt kommt das orale Ektoderm in direkten Kontakt mit dem neuralen 
Ektoderm. In vitro Untersuchungen haben gezeigt, daß neurales Ektoderm einen großen 
Einfluß auf das Wachstum und die Differenzierung der Hypophyse hat [6],[7]. Das läßt 
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vermuten, daß im Bereich des präsumptiven Dienzephalon das neurale Ektoderm induktive 
Signalstoffe bildet, die für eine normale Entwicklung der Hypophyse notwendig sind.  
Mit dem Ziel Gene zu identifizieren, die im Zeitfenster der Hypophysenentwicklung (e8-e12) 
im ventralen Zwischenhirn exprimiert werden, wurden das BMP4 und das FGF8 Gen 
entdeckt. 
Das BMP4 Gen wird zwischen dem e8.5 und e12.5 exprimiert. Im gleichen Zeitraum lassen 
sich im oralen Ektoderm Isl-1 Transskripte nachweisen [8]. Zellen, in die das BMP4-Gen 
eingeschleust wurde, halten die Isl-1 Expression aufrecht [8]. 
FGF8 wird zeitlich überlappend zwischen dem e9.25 und e14.5 im Zwischenhirn gebildet. 
Zum gleichen Zeitpunkt, am e9.5, kann in der rudimentären Rta LHX3-Ribonukleinsäure 
(RNA) nachgewiesen werden. Kleine Kugeln, die mit FGF8 überzogen sind, bedingen in vitro 
eine LHX3 Expression in der Rta [8]. Diese Beobachtungen machen es wahrscheinlich, daß 
BMP4 und FGF8 an der Ontogenese der Hypophyse beteiligt sind. Das Modell der dualen, 
oder zweizeitigen, Induktion wurde im Anschluss an weitere Untersuchungen aufgestellt. 
Neben weiteren Experimenten zur Genexpression generierte man Knock out Mäuse für die 
Gene Nkx 2.1, BMP4, Isl-1, LHX3, LHX4 und eine Doppelmutante für LHX3 und LHX4 [4], 
[9], [10]. 
Diesen Untersuchungen zufolge läuft die Embryogenese der Hypophyse in zwei Schritten ab 
(s.Abb.2).  
 
 
            BMP4   FGF8 
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Abb.2 Das Modell der dualen Induktion [11] 
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Der erste Schritt (1) ist abhängig vom BMP4, da sich bei der entsprechenden Knock  out 
(KO) Maus keine rudimentäre Rta entwickelt. Beim zweiten Schritt (2) ist eine normale 
LHX3-und LHX4-Funktion Vorraussetzung. Bei Depletion dieser beiden Gene bildet sich 
keine definierte Rta aus. FGF8 induziert die Expression von LHX3 und LHX4, die bei der 
FGF8 KO Maus fehlen [9]. Der letzte und dritte Schritt (3) wird durch Tf gesteuert, die in der 
sich entwickelnden Rta gebildet werden. Die Differenzierung der Zellinien unterliegt dabei 
der Kontrolle des LHX3, wie die KO Studien am Mausmodell zeigen konnten [10]. 
 
1.2. Die Bedeutung von LIM Hömöoboxgenen 
 
Homöobox Gene spielen in der Ontogenese eine wichtige Rolle. Sie können in 
unterschiedliche Untergruppen eingeteilt werden. Eine ist die LIM-Homöobox Untergruppe. 
Es ist zu beobachten, daß im Laufe der Evolution der Grundaufbau der Lim-Homöodomänen 
(Lim-HD)-Proteine unverändert geblieben ist. Studien von Burglin an verschiedenen 
Säugetieren und Amphibien beschreiben eine bedeutende Beteiligung der Lim-HD Proteine 
an der Gewebedifferenzierung und Proliferation [12]. In der Organogenese der Hypophyse 
scheint ein bestimmtes LIM-HD Protein, pituitary LIM (pLIM) oder auch LHX3 genannt, 
wichtige Entwicklungsschritte zu steuern [5]. 
 
 
Abb 3: Einteilung der LIM-HD Proteine 
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HD-Proteine weisen eine besonders große Übereinstimmung im HD-Bereich auf. Diese 
Übereinstimmung könnte auf ein gemeinsames Vorläuferprotein der LIM-HD Proteine 
hinweisen. Dementsprechend wäre ein ähnliches DNA-Bindungsverhalten zu erwarten, da 
dieses durch die HD vermittelt wird . Eine phylogenetische Analyse Organismen- spezifischer 
LIM-HD Proteine zeigte, daß man sie anhand der Übereinstimmung in der HD-Sequenz in 
sechs verschiedene Gruppen einteilen kann (Abb.3).  
Das strukturell charakteristische an den LIM-HD Proteinen ist eine N-terminal der HD 
gelegene Region, die zwei sogenannte Zinkfingern enthält. Hierauf wird später noch genauer 
eingegangen. 
Diese zusätzliche Region außerhalb der HD unterscheidet die LIM-HD Proteine von anderen 
HD-Proteinen. Abgesehen vom LHX3-Protein besitzt nur das HOX-Protein (Homöobox 
Cluster Protein) einen proteinbindenen Bereich außerhalb der HD. Aufgrund der LIM-
Domäne ergeben sich für die LIM-HD Proteine multiple Interaktionsmöglichkeiten. Die 
Vorstellung, daß sich durch Kombination mit anderen Transkriptionsfaktoren größere 
regulatorisch aktive Komplexe bilden, läßt vermuten, daß LIM-HD Proteine in einer Vielzahl 
von gewebespezifischen Organisations-bzw. Differenzierungsprozessen beteiligt sind. 
1.3 Historische Zusammenhänge 
1.3.1 Die Entdeckung des LHX3 Protein 
 
In den Jahren 1988 und 1990 wurden drei Gene entdeckt, die neben einer Homöodomäne ein 
Cystein-Histidin-motif aufwiesen. Bis dato war dieses Motif nur bei Metallionen-bindenden 
Proteinen bekannt [13]. Als Eines dieser Gene wurde 1988 von Way und Chalfie das mec-3-
Gen entdeckt. Es steuert die Differenzierung von Berührungszeptoren bei C.elegans [14]. 
Im Jahr 1990 wurden das Lin-11 Gen und das Islet-1 Gen entdeckt. Das Lin-11-Gen ist für 
die Differenzierung der Vorläuferzellen bei der Entwicklung der Vulva bei C.elegans 
verantwortlich [15].  
Das Islet-1 Gen kodiert für ein Protein, das durch Bindung an ein weiteres Protein (rat insulin 
gene enhancer protein) zur Verminderung der Genaktivität des Insulin-Gen führt [13]. Diese 
drei Gene finden sich in dem Akronym LIM wieder.  
1995 wurde das erste Mal pLIM (LHX3), das p steht für pituitary (engl. für Hypophyse), 
beschrieben [5]. Die Lokalisation und das Zeitmuster der LHX3 Expression wurden 
untersucht. Man analysierte den Einfluß des LHX3 Proteins auf die Transkription bestimmter 
Zielgene und inwiefern dabei die Bindung anderer Proteine an das LHX3 Protein eine Rolle 
spielt.  
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Als Erstes wurde die LHX3 cDNA kloniert. Dazu bediente man sich einer Reverse 
Transcriptase PCR (RT-PCR) mit Primern, die auf der Basenfolge konservierter Bereiche 
bereits bekannter LIM-HD Gene beruhten. Als Template für diese RT-PCR benutzte man eine 
Hypophysen-spezifische RNA-Bank der Maus. Mit dem quantitativ dominierenden Produkt 
screente man eine cDNA Bibliothek des Hypophysenvorderlappens (HVL) der Maus. Die 
positiven Klone wurden selektiert und die Nukleotidsequenz des Haupttranskriptes wurde 
ermittelt. Die theoretisch abgeleitete Aminosäuresequenz wurde mit Erfolg durch einer in-
vitro Translation bestätigt. Das konsekutive Protein wies große Homologien mit X-Lim3 und 
Gsh-4 auf [16], [17]. Beide gehören auch zur Untergruppe der LIM-HD Proteine. 
Die Expression des LHX3 wurde mit Hilfe der in situ Hybridisierung untersucht, mit der man  
die Bindung von markierter cDNA auf Gewebeschnitten sichtbar macht. Neben der LHX3-
Expression untersuchte man auch die Expression anderer Markerproteine, deren Einfluß auf 
die frühe Entwicklung der Hypophyse bekannt war. Die erste nachweisbare Expression des 
LHX3 wurde am Entwicklungstag 9(e9) detektiert, also bereits vor ganz frühzeitig 
exprimierten Markern wie dem αGSU (alpha-Glykoprotein Subunit). Das αGSU ist die eine 
von zwei Glykoproteinuntereinheiten, welche den hypophysären Hormonen Tyroidea 
stimulierendes Hormon (TSH), Luteinisierendes Hormon (LH), und Follikelstimulierendes 
Hormon (FSH) gemeinsam ist. Es kann erst am e11.5 nachgwewiesen werden [2], [18]. Die 
Expression des LHX3 Gens bei der adulten Maus scheint auf den vorderen und intermediären 
Anteil der Hypophyse beschränkt zu sein. In früheren Entwicklungsstadien hingegen waren 
die Transkripte des LHX3 in der gesamten Hpophyse, und in Anteilen des Stammhirns und 
des Rückenmarks nachweisbar.  
 
Es folgten Transfektionsexperimente, die den Einfluß des LHX3-Protein auf die Expression 
verschiedener Zielgene zeigen sollten. Hierbei verwendete man ein LHX3-Protein, dem beide 
LIM-Domänen fehlten. Dadurch wollte man die Rolle dieser Domäne an der Regulation der 
Transkription der Zielgene näher bestimmen. Es konnte sowohl eine Aktivierung des α-GSU 
Promotor durch das LHX3-Protein nachgewiesen werden, als auch eine Aktivierung des TSH-
β-, des Prolaktin (Prl)- und des Pit-1-Gens. Interessanterweise scheint die LIM-Domäne die 
Aktivierung des α-GSU Promotors eher zu hemmen, da das LHX3-Protein ohne LIM-
Domäne ihn stärker aktiviert. Ein hemmender Einfluß der LIM-Domäne auf die DNA-
Bindung anderer Homöodomäne-Faktoren wurde auch von einer anderen Arbeitsgruppe 
gezeigt [19]. 
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Da LHX3 in den selben Zelltypen exprimiert wird wie Pit-1, das den Proteinen der POU-HD-
Gruppe angehört, suchte man nach synergistischen Effekten auf die Zielgene des Pit-1. Das 
LHX3-Protein fördert die Transkription des Prl-,des TSH-β- und des Pit-1-Gens. Ein Verlust 
der LIM-Domäne führte zu einem Verlust dieses Synergismus. 
Der frühe Nachweis der LHX3-Transkripte noch vor α-GSU Transkripten und die Bindung an 
den Promotor des α-GSU-Gen lassen vermuten, daß LHX3 gemeinsam mit anderen Proteinen 
Gene aktiviert, die die Embryonalentwicklung der Hypophyse steuern. Auch die 
synergistischen Effekte mit Pit-1 bei der Aktivierung von Prl, TSH-β und Pit-1 demonstrieren 
die wichtige Rolle des LHX3. 
Die Bedeutung der LIM-Domäne liegt nicht, wie in den oben geschilderten Experimenten 
gezeigt, in einer Bindung an DNA-Abschnitte, sondern die LIM-Domäne funktioniert als eine 
Art Interaktionsmatrix für Proteine. Das Pit-1-Protein nimmt wahrscheinlich eine ebensolche 
Assoziation mit der LIM-Domäne des LHX3-Proteins auf, die zu einem synergistischen 
Effekt auf die Ziel-Gene des Pit-1 führt. 
Es ist durchaus anzunehmen, daß es bisher noch unbekannte Transkriptionsfaktoren gibt, die 
sich durch Bindung an die LIM-Domäne an der Regulation der Gene beteiligen, die die 
Organogenese der Hypophyse steuern. 
 
 
1.3.2. Die Untersuchung des LHX3 Gen am knock  out Mausmodell 
 
Die Züchtung eines transgenen Mausmodells ist eine weitere Möglichkeit um die Funktion 
eines Gens, bzw. des korrespondierenden Proteins, zu erforschen. 
Im Jahre 1996 untersuchten Sheng et al. die Entwicklung der Hypophyse an einem 
Mausstamm, dem sowohl beide LIM-Domänen, als auch ein Teil der Homöodomäne des 
LHX3- Protein fehlten [10]. Die Mäuse, die für diese Deletion heterozygot waren, waren 
augenscheinlich normal und fruchtbar. Die Homozygoten wurden entweder schon tot geboren 
oder verstarben innerhalb der ersten 24 Stunden. Die überlebenden Mäuse unterschieden sich 
äußerlich nicht von ihren genetisch gesunden Geschwistern. Die exakte Todesursache konnte 
nicht festgestellt werden, obgleich spekuliert wurde, daß sie möglicherweise aus einer 
Hirnstammfunktionsstörung resultierte. Die Untersuchungen von Zhadanov stützten diese 
Hypothese. Er hatte 1995 gezeigt, daß LHX3 auch in den Vorläuferzellen des Hirnstammes 
exprimiert wird [20]. 
Der knock out Maus fehlte der Vorder- und der Intermediärlappen der Hypophyse, bei 
normalem Hypophysenhinterlappen. Zusätzlich wies die Mutante eine hypoplastische 
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Nebennierenrinde auf, die wahrscheinlich auf dem Ausfall des hypophysären adrenokortiko- 
tropen Peptidhormon (ACTH) beruht. Auf den ersten Blick scheint das eine mögliche 
Todesursache zu sein, aber andere Mausmodelle mit Nebennierenhypoplasie überleben länger 
[21]. Darüber hinaus verlängerte eine Dexamethasonsubstitution das Überleben der LHX3 
knock out Maus nicht. Beides spricht gegen die NNR-Insuffizienz als  Todesursache.  
Die histologischen Untersuchungen zeigten, daß sich die Rathke Tasche bei den Mutanten 
zwar initial formte, aber in ihrem Wachstum sistierte. Bei Anwendung der TUNEL-Färbung 
erwies sich dieser Wachstumsstop als Verlust der Proliferationsfähigkeit und als erhöhte 
Apoptoserate [10].  
Der Wachstumsstop der Rathke Tasche ging in der histologischen Aufarbeitung mit einer 
Veränderung der Expression von hypophysespezifischen Marker-Genen einher. Am e10.5 
wurden beim Wildtyp und bei der KO Maus Rpx (Rathke`s Pouch homeobox) Transkripte 
nachgewiesen.  
Am e12.5 ließen sich die Rpx-Transskripte nur noch beim Wildtyp nachweisen. Die 
Expression des Rpx scheint direkt oder indirekt vom LHX3 aufrecht erhalten zu werden. 
Diese Beobachtung läßt vermuten, daß die initiale Differenzierung vor dem e12.5 unabhängig 
vom LHX3 ist. Der Verlust der Rpx Expression ist hier die erste Alteration in der 
Entwicklung der hypophysären Vorläuferzellen. Das kritische Zeitfenster für das LHX3 Gen 
in der Organogenese der Hypophyse liegt dem zu Folge zwischen dem e10.5 und e12.5.  
In einem weiteren Untersuchungsschritt wollte man heraussfinden, ob die Gene, die nach 
Beginn der Differenzierung für die einzelnen hpyophysären Zelllinien als spezifisch gelten, 
bei der knock out Maus exprimiert werden. 
Die Hypophysehormone TSH, LH und das FSH sind Glykoproteinhormone, die aus zwei 
verschiedenen Untereinheiten bestehen: der α-Untereinheit  (α-GSU) und der β-Untereinheit 
(β-TSH, β-LH, β-FSH). Die α-GSU wird bei der Mutante nicht gebildet. Eine Transkription 
des β-TSH- und GH-Gens, die beide unabhängig von α-GSU exprimiert werden, läßt sich bei 
der Mutante ebenfalls nicht nachweisen. Daraus ließ sich schlußfolgern, daß sich die 
thyreotrope, die somatotrope und gonadotrope Zellinie nicht differenzieren.  
Die Differenzierung der somatotropen, laktotropen und thyreotropen Zelllinien ist abhängig 
von Pit-1 [18], [2]. Bei der LHX3 Knock out Maus waren keine Pit-1 Transkripte 
nachweisbar. Folglich ist nicht nur, wie oben beschrieben, von einem Synergismus der beiden 
Transkriptionsfaktoren bei der Aktivierung der Zielgene auszugehen. Vielmehr scheint die 
Expression des LHX3 Gens eine Vorraussetzung für die Aktivierung des Pit-1 Gen zu sein.  
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Das Proopiomelanocortin (POMC), welches von den kortikotropen Zellen exprimiert wird, ist 
sowohl beim Wildtyp als auch bei der Mutante nachweisbar; allerdings ist die Expression bei 
dem mutanten Mausstamm extrem vermindert. Diese Restexpression kann einer kleinen 
Gruppe von Zellen zugeordnet werden, die sich an der ventralen Seite der hypoplastischen 
Hypophyse befindet. Die Lokalisation dieser Zellen entspricht einer Zellgruppe beim 
Wildtypen, die die ersten Vorläuferzellen der kortikotropen Zellachse sind [2], [18]. Die 
Differenzierung dieses Zelltypes scheint also unabhängig von der LHX3 Aktivität zu sein. Es 
wird angenommen, daß zwei unterschiedliche Vorläuferzelltypen einem hypophysenspe- 
zifischen Differenzierungsprogramm folgen. Der ontogenetische Weg der kortikotropen 
Vorläuferzellen scheint sich sehr frühzeitig von dem der anderen zu trennen. Eine weitere 
Proliferation der kortikotropen Zellen kann allerdings nicht beobachtet werden. Die 
Interpretationsmöglichkeiten für diese Beobachtung sind vielfältig: 
Die Produktion von Wachstumsfaktoren durch hypophysäre Zellen, die proliferationsfördernd 
auf die umliegenden Zellen wirken, könnte ausgefallen sein. Ein Verlust der Wirksamkeit von 
Mediatoren, die in den umgebenden Strukturen produziert werden, hätte denselben Effekt. In 
vitro konnte der proliferationsfördernde Effekt von Hypophysengewebe auf kortikotrope 
Zellen nachgewiesen werden [22]. Letzlich wäre noch denkbar, daß der Hypothalamus keine 
Wachstumsfaktoren synthetisieren kann, weil ihm die induktiven Signale der Rathke Tasche 
fehlen. Der Kontakt zwischen dem Hypothalamus und der Rathke Tasche als notwendiger 
Schritt für eine ungestörte Entwicklung der Hypophyse ist schon mehrfach nachgewiesen 
worden [23], [24]. Vier von den fünf verschiedenen Zelllinien der Hypophyse fehlen bei der 
LHX3 knock out Maus, die Thyreotropen, die Gonadotropen, die Laktotropen und 
Somatotropen. Wahrscheinlich wird die LHX3 Expression benötigt um die hypophysären 
Vorläuferzellen weiter zu differenzieren. Diese Untersuchungen konnten jedoch letztendlich 
nicht klären, ob LHX3 die Ontogenese der Hypophyse über das An-oder Abschalten von 
Genen, die für die Differenzierung verantwortlich sind, reguliert, oder ob die Regulation über 
die Ausbildung einer gemeinsamen, LHX3-abhängigen Vorläuferzelle erfolgt. Eine 
Kombination der beiden Regulationsmöglichkeiten wäre denkbar. Die Tatsache, daß mehrere 
verschiedene Zelltypen einen gemeinsamen Transkriptionsfaktor besitzen, der für die 
Differenzierung und für die Proliferation verantwortlich ist spricht eher für eine LHX3 
abhängige Vorläuferzelle [10]. 
Zusammenfassend läßt sich über die Untersuchungen von Sheng et al. aus dem Jahre 1996 
sagen, daß durch die gezielte Ausschaltung des LHX3-Gens an der Maus seine Schlüsselrolle 
für die Differenzierung und Proliferation der hypophysären Zelllinien bewiesen worden ist. 
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Bei den homozygot mutierten Mäusen formt sich initial eine Rathke Tasche, welche sich aber 
weder differenziert noch proliferiert. Alle Zelltypen bis auf die kortikotropen waren davon 
betroffen. Das ließe sich, wie oben schon erläutert, durch einen LHX3 unabhängigen 
Entwicklungsschritt in der initialen Differenzierung erklären. 
 
1.3.1 Die Erstentdeckung einer Mutation im humanen LHX3 Gen 
 
Im Juni 2000 entdeckte die Gruppe um Irene Netchine bei zwei nicht miteinander verwandten 
Familien (im folgenden als A und B bezeichnet) zwei unterschiedliche Mutationen im LHX3-
Gen [25]. Ihre Vorgehensweise entsprach der Unseren, die weiter unten noch erklärt wird. 
Aus diesem Grund beschränkt sich dieser Abschnitt nur auf die Ergebnisse. 
Die betroffenen Familienmitglieder beider Familien wiesen die gleiche Klinik auf: Sie zeigten 
eine schwere Wachstumsretardierung auf der Basis eines Ausfalls aller HVL-Hormone 
abgesene vom ACTH; zusätzlich hatten die Patienten antevertierte und elevierte Schultern, 
die den Patienten kurzhalsig aussehen lassen. Im Magnetresonanztomogramm der zervikalen 
Wirbelsäule waren die Wirbelkörper auffällend kräftig, was klinisch mit einer 
eingeschränkten Beweglichkeit in diesen Bereich  einherging. 
  
 
Abb.4a       Abb.4b   
                   Entnommen aus [25] 
     
Auf Proteinebene bedeutet das einen Austausch der Aminosäure Tyrosin gegen Cystein. Es 
gab mehrere Gründe, die für diese Mutation als krankheitsauslösend sprachen: 
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Bei den betroffenen Patienten der Familie A zeigte sich im MRT eine schwere 
Hypophysenhypoplasie; bei dem der Familie B eine vergrößerte Hypophyse. Die Analyse der 
Sequenzen zeigte bei drei Mitgliedern der Familie A eine homozygote Punktmutation im 
Exon 3. Im Codon 116 ist Adenin gegen Guanin ausgetauscht worden (s.Abb.4b). Die 
Abbildung 4a zeigt die Verteilung dieses ausgetauschten  Nukleotides im Stammbaum der 
Familie A.  
Eine rezessive Erbkrankheit kommt typischerweise in blutsverwandten Familien gehäuft vor. 
Die Mutter und der Vater sind ebenso wie A2-3 und A2-5 für die entsprechende Mutation 
heterozygot. Das Exon 3 ist betroffen, das die zweite Lim-Domäne kodiert und für die 
Proteininteraktion des LHX3-Protein sehr wichtig ist. Diese Region hat sich auch bei dem 
Vergleich unterschiedlicher LIM-HD Proteinen bei mehreren Spezies als außerordentlich 
konserviert bewiesen. 
 
In der zweiten Familie wurde beim Patienten B2-1 (siehe Abb.5a) eine 23 basenpaar-lange 
(bp) Deletion Exon 3 gefunden, die die letzten beiden Tripletts mitbetrifft. Durch eine 
Leserasterverschiebung und sechs neu eingefügte Aminosäuren entsteht ein vorzeitiges 
Stopkodon(Abb.5b). Auf Proteinebene bedeutet das einen Verlust der gesamten 
Homöodomäne und eine Verkürzung des Proteins von 402 auf 162 Aminosäuren.  
 
 
 
Abb.5a           Abb.5b     
                             Entnommen aus [25] 
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Um die identifizierten Mutationen ob ihrer Kausalität zu überprüfen, wurden jeweils 30 
Patienten auf diese gescreent. Bei keinem dieser Patienten konnte eine Sequenzauffälligkeit in 
Abweichung vom Wildtyp nachgewiesen werden. Eine Mutation im PROP-1 Gen wurde 
durch SSCP-Analyse und/oder Sequenzierung der Familienmitglieder ausgeschlossen. Diese 
Untersuchungen weisen auf eine klinische Relevanz von LHX3-Mutationen bei einem vorher 
sorgfältig selektierten Patientengut. 
Im Anschluss an diese Entdeckung wurden von Sloop und Maurer die funktionellen Aspekte 
der oben beschriebenen Mutationen untersucht [26], [27].  
Das LHX3 Protein mit der Punktmutation Y116C zeigte eine normale DNA-Bindung. Die 
Proteininteraktion mit Pit-1 war um 50% reduziert, die mit NLI und SLB unverändert. Die 
Analyse der Transaktivierung der Zielgene zeigt eine verminderte Transaktivierung des 
Prolaktinpromoters. Im Vergleich zum Wildtyp-LHX3 Protein konnte eine Steigerung der 
RAS induzierten Aktivierung des alpha-GSU Promotors bei mutiertem pituitary glycoprotein 
hormone basal element (PGBE) nicht beobachtet werden. Frühere Untersuchungen zeigten 
das eine Punktmutation im PGBE die RAS-Induktion des vorher genannten Promotors 
vermindern. Dieser Effekt läßt sich nach Einfügen eines LHX3-Gens zumindestens teilweise 
aufheben. 
Bei dem verkürzten Protein, dem eine grosser Teil der HD fehlt, konnte nur eine 
Proteininteraktion nachgewiesen werden. Der teilweise Funktionsverlust hinsichtlich der 
Proteininteraktion und der Transaktivierungseigenschaften, bestätigt die These, daß die die 
beschriebenen Mutationen die Ursache für den kombinierten HVL-Ausfall der Patienten sind.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1.  Einleitung 
 
13
1.3.4 Tabellarischer Überblick 
 
    Geschichte des LHX3-Gen 
 
 
1988 Entdeckung des LIM-Motifs   Way,Chalfie    Entdeckung der drei    
1990                    Freyd               Gene lin-11, islet-1 
                        und mec-3. Die Ähn- 
  lichkeit in der Sekun- 
  därstruktur lässt auf  
  eine neue HD-Gen Gru- 
  ppe schliessen:  
         Die LIM-HD Gene 
         [14] 
 
1995 Genomische Struktur und    Zhadanov Es besteht aus sechs 
chromosomale Lokalisation      Exons und fünf  
 des LHX3-Gens der Maus         Introns. Mit Exon 1a/b 
                   existieren zwei  
Splicevarianten. 
Lokalisiert auf Chr.2, 
       homolog dem humanen 9q 
       und 10q 
[28] 
 
1995 LHX3 wird während der Organ-   Bach  Expressionsnachweis in 
und Zellentwicklung der Hypo-   der Rathke Tasche  
                        physe expremiert                Zeitpunkt der Zelldif- 
       ferenzierung. Inter- 
       aktionen konnten mit 
       dem -GSU Promoter und 
       POU Domäne des Pit-1 
       nachgewiesen werden. 
       [5] 
 
1996  Die LHX3 Knock  out Maus    Sheng Die Rathke Tasche  
         formt sich aus. Ein  
         weiteres Wachstum und 
         eine weitere Differen- 
         zierung bleiben aus.  
         Außer den kortikotro- 
         phen Zellen fehlen  
alle vier weiteren  
         Zellinien. 
         [10] 
 
1999 Analyse des LHX3 Gen am   Meier  Es weist große  
 Schwein       Ähnlichkeit zum muri- 
nen LHX3 auf, sowohl 
strukturell als auch 
auf Transkriptions- 
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ebene. Es konnte eine 
Interaktion mit dem  
Pit-1- und dem NLI- 
Protein nachgewiesen  
werden.   
[29] 
 
1999 Zwei Isoformen LHX3a und   Sloop  Sie unterscheiden sich 
LHX3b werden entdeckt    im Aminoterminalen Ab-
   schnitt. LHX3a bindet 
    die DNA der Zielgene 
    stärker und führt zu 
    einer stärkeren Trans- 
    aktivierung. 
         [30] 
 
2000 Analyse des menschlichen    Sloop  Das hLHX3 Gen umspannt 
LHX3 Gen       einen 8.7kb Abschnitt 
       auf dem Chr.9. Es be- 
       steht aus sieben Exons 
       und sechs Introns. Der  
       Aminoterminus und die  
       erste LIM-Domäne lie- 
       gen in den alternati- 
       ven Exons 1a und 1b. 
       Die Exons 4 und 5, die 
       die HD kodieren sind  
       durch ein kurzes(87bp)  
       Intron getrennt. 
       [31] 
 
2000 Bei Patienten mit       Netchine Beide beschriebenen  
CPHD wird eine Mutation     Patienten haben eine  
im LHX3 Gen gefunden    hypoplastische Hypo- 
       physe und kombinierten 
Ausfall der 
       hypophysären Hormone 
       bis auf ACTH. Zusätz- 
       lich fand sich eine  
       Blockwirbelbildung im 
       Halswirbelbereich. 
       Eine Mutation kommt 
       den Austausch einer  
       einzelnen Base zu  
       Stande; die andere  
       durch eine Deletion  
       von 23bp mit vorzei- 
       tigem Stopkodon. 
       [25] 
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2001 Eine Punktmutation im    Sloop  Eine DNA-Bindung kann 
LHX3 Gen vermindert die    auch für das mutierte 
Transaktivierung des     Protein nachgewiesen  
-GSU Promotors      werden, jedoch unter- 
       scheiden sich die aus- 
       gebildeten Protein-DNA  
       Komplexe. Die Protein- 
       Interaktion ist  
       schwächer. Die Trans- 
       aktivierung der Ziel- 
       gene ist vermindert. 
         [26] 
 
 
 
 
 
 
 
2002 Entdeckung neuer regula-    Sloop  Die LHX3 spezifische  
tiven Eigenschaften der    Domäne hemmt die Akti- 
LHX3-Isoform und eines    vierung der Zielgene 
Proteins, das durch al-    und die DNA-Bindung 
ternativer Translation     verschiedener HD-Pro- 
entsteht      teine. Das M2-LHX3a  
       Protein, das durch ein 
       alternatives Start- 
       Methionin entsteht, 
       bindet DNA und weist 
       den gleichen Synergis- 
       mus mit Pit-1 auf, wie 
       das vollständige  
       LHX3a-Protein. 
         [32] 
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1.4 Strukturelle und funktionelle Eigenschaften des LHX3  Protein 
 
1.4.1.   Die Primär-, Sekundär-und hypothetische Tertiärstruktur 
 
Die Primärstruktur des LHX3 wurde erstmals bei der Maus beschrieben [5]. Es folgten dann 
die Analyse des LHX3 Gens am Schwein, am Zebrafisch, an der Taufliege Drosophila 
melanogaster und 1999 die humane Sequenz [29],[33],[34],[30]. Aufgrund der großen 
Homologien war es leicht die Primärstruktur speziesübergreifend zu analysieren. 
Kyle Sloop beschrieb 1999 in seiner Arbeit zwei Isoformen des LHX3-Protein, welche sich 
nur an ihrem N-terminalen Ende unterscheiden, genauer in den ersten 35 Aminosäuren[30]:  
 
Isoform a 1-              MLLETGLERDRARPGAAAVCTLGGTREIPL- 30 
 Isoform b 1- MEARGELGPARESAGGDLLLALLARRADLRREIPL- 35 
 
 
In der Abb.6 sind die Primärstrukturen der humanen und der murinen Isoform a aufgeführt. 
Insgesamt umfaßt das Protein eine Länge von 400 Aminosäuren. Abweichungen der murinen 
Primärstruktur sein rot gekennzeichnet, die Lim-und die Homöodomäne sind farblich 
unterlegt.  
            
                                            Lim-Domäne 1 
1   MLLETGLERDRARPGAAAVCTLGGTREIPLCAGCDQHILDRFILKALDRHWHSKCLKCSD 
Lim-Domäne 2 
61  CHTPLAERCFSRGESVYCKDDFFKRFGTKCAACQLGIPPTQVVRRAQDFVYHLHCFACVV 
 
121 CKRQLATGDEFYLMEDSRLVCKADYETAKQREAEATAKRPRTTITAKQLETLKSAYNTSP 
Homöodomäne 
181 KPARHVREQLSSETGLDMRVVQVWFQNRRAKEKRLKKDAGRQRWGQYFRNMKRSRGGSKS 
 
241 DKDSVQEGQDSDAEVSFPDEPSLAEMGPANGLYGSLGEPTQALGRPSGALGNFSLEHGGL 
 
301 AGPEQYRELRPGSPYGVPPSPAAPQSLPGPQPLLSSLVYPDTSLGLVPSGAPGGPPPMRV 
 
361 LAGNGPSSDLSTGSSGGYPDFPASPASWLDEVDHAQF 
 
 
Abb.6:  Primärstruktur des LHX3-Protein 
  - Homologien zwischen dem humanem und murinem LHX3   
 
 
Während die Isoform b mit der murinen Sequenz am N-terminalen Ende sehr stark 
übereinstimmt Identität (ID) 94%), sind es bei der Isoform a nur 88% ID. Funktionell 
bedeutsamer beim Menschen scheint wohl die a-Isoform zu sein, worauf später noch näher 
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eingegangen wird. Abgesehen von dieser Region ist zwischen der humanen und der murinen 
Primästruktur eine Homologie von 94% zu beschreiben. 
Bei der ausschliesslichen Betrachtung der LIM-Domänen und der HD fällt auf, daß diese 
funktionell bedeutsamen Regionen bei unterschiedlichen Organismen, wie z.B. bei den 
Nematoden, dem Xenopus laevis oder dem Zebrafisch konserviert sind [16], [33].  
Der aktuelle Wissensstand über die Sekundärstruktur des LHX3- Protein beschränkt sich auf 
diese drei charakteristischen Domänen: 
Die Lim-Domäne, die aus jeweils 50(52) AS besteht, enthält die AS Histidin und Cystein in 
einer bestimmten Anordnung. Diese bilden das Grundgerüst der sog. Zink-Finger (s.Abb.7), 
von denen eine Lim-Domäne jeweils zwei besitzt [35]. Beim Zink-finger binden vier 
konservierte AS ein Zink-Ion, wodurch strukturell eine Schlaufe entsteht, die 16-20 AS lang 
ist. Beim LHX3 wird die Bindungsstelle im ersten Zinkfinger von  drei Cystein- und einem 
Histidinmolekül gebildet. Im zweiten Zinkfinger befindet sich an der Stelle des Histidins die 
Asparaginsäure. In der Abb.6 sind die entsprechenden AS gelb markiert. Durch die 
Assoziation der Seitenketten der AS bilden sich Wasserstoffbrücken zwischen Sauerstoff-und 
Stickstoffatomen benachbarter Peptidbindungen aus. Auf diesem Wege entsteht entweder ein 
ß-Faltblatt und eine α-Helix, oder zwei α-Helices. Beim LHX3 wird es sich in Anlehnung an 
ähnliche Lim-Domänen [36] um die Kombination aus ß-Faltblatt und α-Helix handeln. 
 
 
 
 
 
17(18)AS  16(20)AS 
 
 
    
  
 
   C H  C C 
    2   Zn    2   2   Zn    2 
NH2  C C 2 C D  COOH 
 C = Cystein, H = Histidin, D = Asparaginsäure 
 Zahlen in( ) stehen für die Anzahl der AS der 
zweiten Lim-Domäne  
 
 
Abb.7: Sekundärstuktur einer Lim-Domäne 
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Die Homöodomäne des LHX3 Proteins besteht aus 65 AS und dient der DNA-Bindung. Für 
die Homöodomäne sind generell zwei Sekundärstrukturen möglich:  
Entweder das Helix-Loop-Helix- oder das Helix-Turn-Helix-Motif. Die Grundstruktur sind 
zwei α-Helices, die über ein Zwischenstück miteinander verbunden sind. Beim HLH-Motif ist 
das Zwischenstück  lang und flexibel, daß sich die α-Helices in der gleichen Ebene anordnen 
können. Dieses Zwischenstück ist beim HTH-Motif kurz, so daß es aufgrund mangelnder 
Flexibilität zu einer Rotation der α-Helices gegeneinander führt.  
Neuere Untersuchungen zur Struktur der HD von LIM-HD Proteinen haben gezeigt, daß bei 
einigen trotz geringer Übereinstimmung auf AS-Ebene eine ähnliche Ultrastruktur besteht   
[36]. Exemplarisch soll hier der Vergleich zwischen der HD des LHX3 und des Islet-1 Protein 
angestellt werden.  
 
 
 
 
 
KTTRVRTVLNEKQLHTLRTCYAANPRPDALMKEQLVEMTGLSPRVIRVWFQNKRCKDKKRSIMM  hISL1 
 
1    5     10    15    20    25     30    35    40    45     50    55    60 
        
TAKRPRTTITAKQLETLKSAYNTSPKPARHVREQLSSETGLDMRVVQVWFQNRRAKEKRLKKDAG hLHX3 
    
 
 
    
Blau markiert sind die residualen AS 
Grau markiert sind die hydrophoben AS, die wichtig für die DNA-Erkennung sind 
Die hier mit 1 bezifferte AS entspricht der 156 AS des LHX3-Proteins. 
 
 
Abb.8:  Vergleich der Primärstrukturen der HD des Isl-1 und des LHX3 Proteins 
 
 
 
Die HD des Islet-1 Protein besteht aus drei helicalen Abschnitten und zwei interponierten 
Loops (s.Abb.8). Die beiden ersten Helices stehen dabei in einem Winkel von 153° nahezu 
antiparallel, während der Winkel zwischen der zweiten und der dritten Helix ca 60° beträgt.  
In der Abb.8 sind die Primästrukturen der HD der beiden Proteine vergleichend dargestellt. 
Hervorgehoben sind Residuen und funktionell wichtige, hydrophobe AS 
Im nachfolgenden Schaubild (Abb.9) sind die strukturellen Eigenschaften zusammenfassend 
dargestellt. 
  Helix-1 Loop1   Helix-2 Loop2         Helix3 
  Helix-1 Loop1   Helix-2 Loop2         Helix3 NH2-Terminus 
NH2-Terminus 
 1.  Einleitung 
 
19
 
 
 
Abb.9: Struktur des LHX3-Protein 
 
 
 
1.4.2 Die DNA-Bindungseigenschaften des LHX3 Protein 
 
Die HD des LHX3 ist der Teil des Proteins, der DNA binden kann. Die Sekundärstruktur der 
Homöodomäne ist wahrscheinlich ein Helix-Turn-Helix-Motif, das auch bei anderen 
Transkriptionsfaktoren häufig vorkommt [36]. Die mehr C-terminal gelegende Helix dient 
dabei der spezifischen DNA-Erkennung. Durch die spezifische DNA-Erkennung wird sicher 
gestellt, das nur bestimmte Gene abgelesen werden, die durch diese Sequenz erkannt werden. 
In einer Untersuchung von Parker et al. 2000 [37] konnte gezeigt werden, daß die Deletion 
der C-terminalen Hälfte der HD den gleichen Effekt auf die Transkription der Zielgene hat 
wie die Deletion der gesamten HD.  
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Bach hat 1995 gezeigt, daß Lhx-3 sowohl an den Promoter des α-GSU Gens, als auch an das 
Pit-1 Gen bindet [5]. In Assoziation mit anderen hypophysären Tf, wie Pit-1 oder Otx kann 
auch die Transkription anderer HVL-Hormone gesteigert werden [5], [38].  
Zwei funktionell neue Aspekte der HD sind die Einschleusung des LHX3-Protein in den 
Zellkern und die Assozaition mit der Zellkernmatrix [37].  
Der Übertritt eines Proteins in den Zellkern durch spezielle Membranporen, NPC (Nuclear 
pore complex) genannt, wird durch bestimmte Proteinabschnitte vermittelt [39] , [40]. In der 
Regel besteht die Signalsequenz aus vier bis acht positiv geladenen AS und einem Prolinrest. 
Eine Aufteilung in zwei Blöcke aus je zwei bis vier positiv geladenen AS, die durch zehn 
oder mehr AS getrennt sind wird häufig beobachtet 
Bei dem LHX3-Protein liegen diese Signalsequenzen sowohl in der HD als auch am Carboxy-
terminalen Ende. Es sind mehrere Signalsequenzen gefunden worden, die nur zusammen 
einen ungestörten Transport in den Zellkern vermitteln [37].  
 
   Lim 2            I 
NH2-TERMINUS- CKRQLATGDEFYLMEDSRLVCKADYETAKQREAEATAKRPRTTITAKQLETLKSAYNTSP 
      II               Homöodomäne  III                IV 
KPARHVREQLSSETGLDMRVVQVWFQNRRAKEKRLKKDAGRQRWGQYFRNMKRSRGGSKS-CARBOXY-TERMINUS 
 
Abb.10: Signalsequenzen  des LHX3-Proteins zur DNA-Bindung und Kernmatrixassoziation 
 
Eine gezielte Analyse der einzelnen Signalelemente zeigte, daß die Bindung der Kernmatrix 
über das Signalelement am Carboxyterminalen Ende der HD(III) vermittelt wird. Eine 
Mutagenese der Elemte I, II und III hatte ein Verlust der DNA-Bindungsfähigkeit und eine 
Verminderung der Transaktivierung des alpha-GSU-, und des Prolactin (in Anwesenheit von 
Pit-1)-Promotors zur Folge. Überraschenderweise zeigte sich bei der Mutagenese des 
Elements IV eine Zunahme der Transaktivierung der o.g. Promotoren. Es könnte sich hierbei 
um eine Ansatzstelle inhibitorischer Regulationsmechanismen handeln.  
In Anlehnung an die Sekundärstruktur der HD des humanen ISL-1 (s.Abb 9, Kapitel 1.4.1) 
finden sich die Signalsequenzen, die man nicht einer DNA-Erkennungssequenz gleichsetzen 
darf, aminoterminal der ersten Helix, am Übergang des ersten Loop zur zweiten Helix, in der 
dritten Helix und im carboxyterminalen Ende.  
Man vermutet, daß die Anlagerung an die Kernmatrix an der Regulation der Transkription 
beteiligt ist. Die Kernmatrix besteht aus Proteinen, die durch den Abbau durch Nukleasen und 
durch niedrige Salzkonzentration nicht zerstört werden [41]. Bereits nachgewiesen ist eine 
Assoziation mit der Kernmatrix beispielsweise für den Transkriptionsfaktor Pit-1 [42]. Auch 
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für LHX3 ist eine Anlagerung an die Kernmatrix nachweisbar. Entscheidend dafür ist ein 
bestimmter Abschnitt am Ende der Homöodomäne (siehe Abb.10). 
 
 
1.4.3 Die LIM-Domäne-eine Proteininteraktionsmatrix 
 
Die beiden Lim-Domänen dienen in erster Linie der Proteinbindung. Bach konnte 1995 
zeigen, daß das LHX3-Protein ohne seine beiden Lim-Domänen eine stärkere 
Transaktivierung des α-GSU-Promotors bewirkt [5]. Der synergistische Effekt des LHX3 mit 
dem Pit-1 auf die Transaktivierung des TSH-β-Gens und des Prolaktin-Gens ging ohne die 
Lim-Domänen jedoch verloren. Beide Beobachtungen deuten darauf, daß die Lim-Domänen 
durch die Bindung anderer Proteine die Transkription regulieren. Dabei kann die Bindung 
eines Proteins entweder eine Verstärkung oder eine Abschwächung der Transaktivierung des 
Zielgens zur Folge haben. Neben dem Pit-1 ist eine Assoziation mit der Lim-Domäne auch 
für andere Proteine beschrieben worden.  
 
1998 untersuchten Jurata et alii die Homo-und Heterodimerbildung verschiedener 
Transkriptionsfaktoren mit LIM-Domänen unter Vermittlung des Nuclear LIM Domain 
Interactor (NLI) [43]. 
Das LHX3-Protein bildet NLI abhängige Homodimere und Heterodimere mit dem LHX1- 
und dem LMX1-Protein. Interessanterweise kam es beim LHX3 zu einer NLI unabhängigen 
Heterodimerbildung mit Isl-1 und Isl-2. Die LIM-Domäne des LHX3 bindet sich dabei an die 
HD des Isl-1/2. Eine Koexpression dieser Tf im HVL, der Retina und dem Corpus pineale 
deutet auf eine Interaktion unter physiologischen Bedingungen hin. Außerdem zeigte für alle 
anderen untersuchten Tf keine direkte NLI unabhängige Anlagerung an Isl-1/2.  
Die LIM-Domäne scheint auf die Interaktion mit bestimmten Elementen der Hömöodomäne 
spezialisiert zu sein. Das NLI-Protein verbindet möglicherweise verschiedene Tf über 
Distanzen von mehreren hundert Kilobasen. Tf, die an weit auseinander liegenden 
Abschnitten binden, könnten so übergreifend regulativ wirken. 
Neue Untersuchungen zeigten, daß die normale Flügelentwicklung bei Drosophila 
melanogaster ein Homotetramer aus zwei NLI-Proteinen und zwei LIM-HD Proteinen  
erfordert. Überexpression des NLI resultierte in einer Mutante, die phänotypisch der Mutante 
des mutierten LIM-HD-Proteins entsprach. Die “Entscheidung” ob bei Hühnern V2 
Interneurone oder Motoneurone aus den Vorläuferzellen entstehen wird durch ein Hexamer, 
bestehend aus zwei NLI-, zwie LHX3- und zwei Isl-1 Proteinen getroffen [44]. Funktionelle 
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Analysen des NLI-Proteins zeigten eine Aminoterminale Dimerisierungsdomäne, eine 
Carboxyterminale LIM interacting Domain (LID) und eine Zellkernerkennungssequenz. 
Das SLB-Protein (specific LIM binding) wurde ertsmals im Jahre 2000 beschrieben [45]. 
Dieses Protein bindet selektiv an die LIM-Domänen von LHX3 und LHX4, die in der Pri- 
märstruktur eine Übereinstimmung von 79% zeigen. Hier zeigt sich am Phänotyp der knock 
out Mäuse, daß beide Tf in der Embryogenese der Hypophyse ähnliche Aufgaben haben [17], 
[4]. Es wäre denkbar, daß das SLB-Protein funktionelle Gemeinsamkeiten vermittelt. 
Allerdings muß noch durch weitere Experimente geklärt werden, ob das SLB-Protein unter 
physiologischen Bedingungen, d.h bei normalem Expressionsniveau, diese Eigenschaften 
aufweist. 
Nach heutiger Vorstellung könnte aus den multiplen Interaktionen zwischen LIM-HD Tf 
große Multiproteinkomplexe entstehen. Die Vielzahl der Kombinationsmöglichkeiten auf 
Proteinebene und eine Beteiligung mehrer cis-aktiver Elemente wäre eine Möglichkeit zur 
differenzierten Kontrolle der Transkription. Unterstützt wird diese Hypothese von der 
Tatsache, daß eine begrenzte Anzahl von Transskriptionsfaktoren zahlreiche, sehr spezifische 
Differenzierungsprogramme ermöglichen. Auf diese Weise könnte die Embryogenese der 
Hypophyse oder anderer Organe durch spezifische Transkriptionsschemata gesteuert werden. 
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2. Zielsetzung 
 
Das Ziel dieser Arbeit war es, über die Identifikation humaner Mutationen und die 
Beschreibung des Phänotyps die Rolle des humanen LHX3-Gens bei der menschlichen 
Hypophysenentwicklung näher zu bestimmen. Die folgenden molekulargenetischen 
Untersuchungsmethoden waren hierzu notwendig: 
  
• Sequenzierung der humanen LHX3-cDNA. Die hierfür als Template verwendete humane  
  cDNA sollte einer humanen cDNA Bibliothek der Hypophyse entnommen werden. Die  
  Amplifikation erfolgte mit homologen murinen Primern. 
 
• Bestimmung der Intron-Exon-Grenzen und des genomischen Aufbaus des humanen LHX3- 
  Gens um eine Amplifikation des gesamten Gens zu ermöglichen. 
 
• Auswahl von Patienten mit angeborenen kombinierten Hypophysenvorderlappenausfall zur  
  Screeninguntersuchung auf eventuelle Mutationen im LHX3-Gen. 
 
• PCR-Amplifikation exonischer DNA mit angrenzenden intronischen Bereichen und  
  anschließende Einzelstrangkonformationsanalyse (SSCP) der amplifizierten genomischen    
  LHX3-Fragmente. 
 
• Eine Sequenzieranalyse der in der Einzelstrangkonformationsanalyse auffälligen  
  Patientenproben sollten eine Mutation bestätigen und Aufschluß über deren Art und    
  Lokalisation geben. Von einer Veränderung der Nukleotidsequenz sollte auf eine eventuelle   
  Änderung der Aminosäuresequenz geschlossen werden 
 
• Aus den gewonnenen Daten sollten Rückschlüsse auf den hormonellen Phänotyp und die       
  Häufigkeit von Mutationen im humanen LHX3-Gen und seine Rolle in der menschlichen     
  Hypophysenentwicklung, gezogen werden 
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3.  Methodik 
 
3.1. Molekulargenetische Untersuchungsmethoden 
 
3.1.1. DNA-Isolation 
 
Die DNA-Isolation erfolgte mit dem QIAamp® Blood Midi Kit von Quiagen. Als 
Probenmaterial dienten 2ml EDTA-Vollblut des Patienten. Bei der Methode wird nach 
Zellyse die genomische DNA durch Salzpuffer an eine Silikat-Membran gebunden und mit 
einem speziellen Puffer eluiert. Die Bestandteile der Probe, die eine PCR stören würden, 
werden durch ein ganz definiertes pH-und-Salzmillieu nicht an die Membran gebunden. Die 
genomischen DNA-Fragmente sind in der Regel um die 30kb lang. 
Im ersten Schritt wurden die im EDTA-Vollblut enthaltenen Zellen lysiert. Dazu wurde 200µl 
Quiagen Protease, 2.4ml AL-Puffer und 2ml EDTA-Vollblut in ein 15ml fassendes 
Reagenzgefäß (RG) gegeben, 10s gevortext und bei 70ºC für eine Dauer von 10min inkubiert. 
Nach Zugabe von 2ml 100%igem Ethanol wurde erneut 10s gevortext um eine vollständige 
Durchmischung zu gewährleisten. Dann gab man die Hälfte des Inhaltes (3.3ml) auf die 
QIAamp Midi Säule. Beim anschließenden Zentrifugieren bei 3000rpm (rounds per minute) 
für eine Dauer von 3 min wurde die im Lysat enthaltene DNA an die Membran gebunden. 
Das im RG aufgefangene Filtrat wird verworfen und dieser Vorgang mit der zweiten Hälfte 
der Probe (3.3ml) wiederholt.  
In den zwei nachfolgenden Schritten wurde die Säule gewaschen, d.h. von Proteinen und 
anderen Kontaminationen befreit. Es wurde 2ml AW1-Puffer auf die Säule gegeben und eine 
Minute lang bei 5000rpm zentrifugiert. Dann wurde 2ml AW2-Puffer auf die Säule gegeben 
und 15min bei 5000rpm zentrifugiert. 
Der nächste Schritt diente der Eluation der DNA. Die Säule wurde in ein sauberes 15ml-RG 
gesetzt und bei Raumtemperatur 5 min mit 300µl AE-Puffer inkubiert. Hierbei löste sich die 
an der Membran gebundene DNA im AE-Puffer und wurde durch einen letzten 
Zentrifugationsschritt (5min bei 5000rpm) im RG gesammelt. Zur Erhöhung der gewonnen 
DNA-Menge konnte dieser letzte Schritt einfach wiederholt werden.  
Nach der Isolation wurde der DNA-Gehalt jeder Probe photometrisch bestimmt (“Genequant” 
der Firma Eppendorf). Doppelsträngige (ds) DNA hat die Eigenschaft Licht einer Wellen- 
länge von 260nm zu absorbieren. Das Gerät erzeugt monochromatisches Licht und mißt die 
Absorbtion im Vergleich zu einer Eichprobe, die aus HPLC-reinem H2O bestand. Es wurden 
5µl der Probe mit 45µl HPLC-reinem H2O verdünnt und in eine Plexiglasküvette pipettiert. 
Zusätzlich wurde der Reinheitsgrad bestimmt der sich aus dem Quotienten der Absorbtion bei 
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260nm und der Absorbtion bei 280nm zusammensetzt. Dabei sind Werte zischen 1.6 und 1.9 
als Zielbereich anzusehen, die auch in der Regel erreicht wurden. Höhere Werte deuten auf 
eine RNA-Kontamination, niedrigere Werte auf eine Proteinkontamination hin. Der DNA-
Gehalt der Proben variierte zwischen 10 und 110ng/µl. Die große Variation in der Ausbeute 
bei gleicher Vorgehensweise läßt sich wahrscheinlich durch Unterschiede in der Qualität des 
EDTA-Vollblutes erklären. Ein wiederholtes Auftauen und eine lange Lagerung können zu 
einer sog. Degradierung der DNA führen.  
Die DNA-Proben wurden für die Dauer der Analyse bei +4ºC gelagert. Proben, die wir länger 
nicht benötigten, wurden bei -20ºC gelagert. 
 
3.1.2. Reverse Transkriptase PCR 
 
Die reverse Transkripttase PCR wurde von Dr.med. Christiane Kim im Labor der 
Kinderklinik an der RWTH Aachen durchgeführt. Dabei wurden homolog zum murinen 
LHX3 Gen Primer generiert, die in den konservierten Regionen liegen. Mit diesen Primern 
wurde eine humane RNA Bibliothek der Hypophyse gescreent. 
Es ließ sich ein ca.1200 bp langes Fragment erzeugen, das im Anschluss sequenziert wurde.  
 
3.1.3. Polymerase Chain Reaction 
 
3.1.3.1. Amplifikation von genomischen Fragmenten des LHX3 Gens 
 
Die genomischen Genfragmente wurden mittels PCR amplifiziert. In Eppendorf-RG wurde 
ein Reaktionsvolumen von 20µl angesetzt. Es wurde der DyNAzyme™ DNA Polymerase Kit 
von Finnzymes benutzt. Der Reaktionsansatz war folgendermaßen: 
         Endkonzentration 
         Im 20µl-Ansatz  
 2 µl 10xPuffer*      1x 
 0.4 µl dNTPs(dATP,dCTG,dCTG,dTTG)   200µmol 
 0.4 µl Vorwärts-Primer(10pmol/µl)    200nmol 
0.4 µl Rückwärts-Primer(10pmol/µl)    200nmol 
0.4 µl DyNAzyme DNA Polymerase(2U/µl)  
100-150 ng genom.DNA 
*nach Herstellerangaben enthält der Puffer in der Endkonzentration 10mM Tris-HCl, 1.5mM 
MgCl, 50mM KCl   und 0.1% Triton X-100 
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Die Amplifikationsbedingungen wurden für jedes Primerpaar optimiert (s.Tabelle2). Die 
PCR-Reaktion wurde in einem Thermocycler der Firma Eppendorf durchgeführt (Modell 
3370). 
 
Primer-Be 
zeichnung 
Sequenz 
5`------3` 
Amplifizierter Bereich Erwartete 
Fragmentlänge 
S2 AGCAAGTGTCTCAAGTGCAGT 
R3 GTGGTACACGAAGTCCTGGGC 
Exon2-Intron2-Exon3 900 
F6 AAGTCGGACAAGGACAGC 
R4 GCTCCCGTAGAGGCCATT 
Exon5-Intron5-Exon6 920 
F1 CAAGCCGGCGCGCCACGT 
R1 CATGTTGCGGAAATACTG 
Exon4-In- tron4-Exon5 250 
S3 GACGAGTTCTACCTCATGGA 
AS2 CCACACCTGCACCACTCGCAT 
Exon3-Intron3-Exon4 1000 
 
Tabelle 1: Primer für die Amplifikation der genom. Genfragmente 
Bei der Amplifikation der Fragmente S2R3 und F1R1 wurden zu dem 20µl-Ansatz 2,6µl 
DMSO hinzugefügt, das die Ausbildung von Sekundärstrukturen hemmt. 
 
Ampl.Bereiche S2R3 S3AS2 F1R1 F6R4 
Initiale Denaturier. 95°C 5min 95°C 5min 95°C 5min 95°C 5min 
Denatur. im Zyklus 95°C 1min 95°C 1min 95°C 1min 95°C 1min 
Annealing 64°C 1min 60°C 1min 52°C1min 60°C 1min 
Extension 72°C 4min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 4min 
Terminale Extension 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 
Anzahl der Zyklen 35 35 35 35 
 
Tabelle 2: Optimiertes Amplifikations-Protokoll der genom.Genfragmente 
 
Danach wurden die PCR-Produkte mit dem QIAquick® PCR Purification Kit nach dem 
Zentrifugationsprotokoll des Herstellers aufgereinigt. Es handelt sich dabei um ein Verfahren, 
bei dem eine Festphasen-Anionen-Austauschsäule (Silikat-Gel Membran) mit bestimmten 
Pufferlösungen inkubiert und anschließend zentrifugiert wird. Bei der Aufreinigung werden 
nicht hybridisierte Primer, überschüssige Deoxynukleotide und Polymerase entfernt bzw. 
nicht an die Membran gebunden, die eine Sequenzierung oder eine SSCP-Analyse stören 
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würden. Die aufgereinigten Genfragmente wurden nach photometrischer Quantifizierung im  
Genequant der Firma Eppendorf der Sequenzieranalyse in einem ABI310-Sequencer 
zugeführt. 
 
3.1.3.2. Amplifikation exonischer Fragmente des LHX3 Gens 
 
Basierend auf den Sequenzdaten der Intron-Exon-Grenzen wählten wir sechs Primerpaare aus. 
Der Reaktionsansatz war der gleiche wie unter 3.1.3.1. Die Amplifikation der exonischen 
Fragmente erwies sich als äußerst schwierig, weil neben dem spezifischen Produkt auch 
unspezifische Produkte enstanden. Wir versuchten als erstes die Amplikationsbedingungen 
durch Verminderung der Zyklenzahl und der Extensionszeit zu optimieren. Wir testeten ver- 
schiedene Magnesiumkonzentrationen aus, und setzten dem Reaktionsgemisch DMSO zu. Als 
nächstes wurden mehrere Tag-Polymerasen verschiedener Firmen ausgetestet ( MasterTag Kit 
von Eppendorf, Quiagen Tag Q-Solution). Es wurden mehrmals neue Primer ausgesucht, 
wobei die Primer bewußt länger als zwanzig bp waren. Somit wurde die Spezifität des 
Primers erhöht, sowie durch die höhere Annealing-Temperatur Sekundärstrukturen der GC-
reicher Abschnitte vermindert werden.Auf der Tabelle 3 sind der Übersicht wegen nur die 
Primer aufgeführt, die zu einer erfolgreichen Amplifikation der Exons geführt haben. 
Primerbez. 
 
Primersequenz 5‘----3‘ Ampl. Fragment 
(Länge in bp) 
Länge 
(bp) 
LHX3 X1F GAACCCTCCAGGGGACGCTGACC 23 
LHX3 X1R GCCCTTGCCGTTTCTGTCCTC 
Exon1 
(184) 21 
LHX3 X2F TTCACTGCCTCCTGGTCTACGAGG 24 
LHX3 X2R GCTCCCCACATGAGGTGAGG 
Exon2 
(255) 20 
LHX3 X3F TCCCAGGCAGCCGCTTGCCTCTCTCCAACC 30 
LHX3 X3R CCTTAGTGAGCGCTTGGGGAGAGAATTTCC 
Exon3 
(403) 30 
LHX3 X4F GTGGGAGGGCTGGGGGTCCG 20 
LHX3 X4R GGCGGTTCTGGAACCAAACC 
Exon4 
(326) 20 
LHX3 X5F AGAGCGCTTACAACACCTCG 20 
LHX3 X5R CCGAGCTCCGCGATCCCTCC 
Exon5 
(372) 20 
LHX3 X6F TGCAGGATGGGACTCTGAGG 20 
LHX3 X6R GCTCCCTCGTGTGAGGTGCAG 
Exon6 
(606) 21 
 
Tabelle 3: Primer zur Amplifikation der LHX3 Exons 
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  Exon 1   Exon 2   Exon 3   Exon 4   Exon 5   Exon 6 
1. 95°C 5min 95°C 5min  95°C 5min 95°C 5min 95°C 5min 95°C 5min 
2. 95°C 1min 95°C 1min 95°C 1min 95°C 1min 95°C 1min 95°C 1min 
3. 58°C 1min 58°C 1min 60°C 1min 64°C 1min 64°C 1min 68°C 1 min 
4. 72°C 1min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 1min 72°C 1min 
5. 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 72°C 10min 72°C 1min 
6. Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen 35 Zyklen 35 
 
Mit 1. bis 6. Sind die einzelnen Schritte des PCR-Cycle-Protokolls beziffert, die der Tabelle 2 
entnommen werden können  
Tabelle 4: Amplifikationsbedingungen für die LHX3-Exons 
 
 
Bei der Amplifikation der Exons 1, 2, 3, 5, und 6 wurden der TagMasterKit von Eppendorf 
verwendet. Das Exon 4 konnte lediglich mit der Quiagen Tag unter Zusatz von Q-Solution, 
einem DMSO-Äquivalent, amplifiziert werden. 
Das Ergebnis der Amplifikation wurde auf einem 1%-igem Agarose kontrolliert. Nach einer 
Gel-Elektrophorese wurde dazu das Agarose-Gel in einer 0.01%-igem Ethidiumbromid-
Lösung gefärbt. Durch UV-Licht wurden die Banden sichtbar gemacht und mit einer digitaler 
Kamera fotografiert (s.Abb 11).  
 
  a)        b)         c)          d) 
 
 
Abb. 11: Die Exons des WT auf Agarose- Gel 
Die stark leuchtende Bande der DNA-Leiter markiert eine Grösse von 500bp. 
a) Exon 1(184bp), b) Exon 2(255bp) und Exon 5(372bp),  
c) Exon 3(403bp), d Exon 4(326bp) 
 
Die PCR-Produkte wurden zur Kontrolle, ob es sich um die exonischen Fragmente des 
LHX3-Gen handelt, nach einer Aufreinigung erfolgreich sequenziert.  
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3.1.4. Einzelstrang-Konformationsanalyse (SSCP) 
 
Das Screening der Patienten auf Mutationen im LHX3-Gen wurde mit der 
Einzelstrangkonformationsanalyse durchgeführt. Bei diesem Verfahren werden die Exons 
amplifiziert und die PCR-Produkte mit dem PCR-Purification Kit aufgereinigt. Es folgt die 
elektrophoretische Auftrennung der denaturierten Einzelstränge auf einer Gel-Matrix. Die 
Einzelstränge bilden intramolekulare Sekundärstrukturen aus, die das Migrationsverhalten auf 
der Gel-Matrix bestimmen. Wir haben uns zwei verschiedener Varianten dieser Methode 
bedient: 
 
 
1) Das mit Farbstoff markierte denaturierte PCR-Fragment wird in einem ABI310-
Sequencer auf einem Polymer in einer Kapillare aufgetrennt. 
 
2) Einer PCR mit unmarkierten Primern schließt sich eine Elektrophorese auf einem nicht 
denaturierendem MDE™-Gel (Mutation detection enhancement) auf Hydrolink-Basis 
an. Durch eine anschließende Silbernitrat-Färbung werden die Banden, die durch die 
Auftrennung der Einzelstränge enstanden sind, sichtbar gemacht. 
 
Beide Methoden werden nachfolgend eingehender erklärt. Das Fragment des Exon 3 ließ sich 
nur in dem MDE™-Gel in seine beiden Einzelstränge auftrennen, was sich durch die unter- 
schiedlichen Laufbedingungen und die Eigenschaften der verschiedenen Matrizen erklären 
ließe. 
 
 
3.1.4.1. Die SSCP-Analyse mit Fluoreszenz-Farbstoff  markierten Primern 
 
Als Erstes wurden die exonischen DNA-Fragmente mittels PCR amplifiziert. Die 
Primersequenzen sind mit denen der unmarkierten identisch ebenso wie die optmierten 
Cyclebedingungen und können den Tabellen 4 und 5 entnommen werden. Die dafür 
verwendeten Primer hatten jeweils am 5‘-Ende eine Fluoreszensfarbstoffmarkierung. Auf 
diese Weise erhält man nach einem Denaturierungsschritt (90ºC für 2min) zwei Einzelstränge, 
die mit einem unterschiedlichen Farbstoffmolekül versehen ist. Der Hinstrang hatte am 5‘-
Ende ein Hex-Molekül, der Rückstrang ein Fam-Molekül. Chemisch gesehen handelt es sich 
hierbei um Amidit-Farbstoffe. Die Farbstoffe emittieren nach einer Anregung Licht 
unterschiedlicher Wellenlänge. Das markierte DNA-Fragment wird in einem ABIPRISM310-
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Sequencer auf einer Polymermatrix (3%-tiges Genscan®-Polymer:0.5g 10x Genetic Ana- 
lyzer, 2.14g Genscan®-Polymer, 2.36gddH20) aufgetrennt. 
Die Einzelstränge neigen dazu unterschiedliche Sekundärkonformationen einzugehen, die die 
Laufgeschwindigkeit auf der Polymermatrix beeinflussen. Erreicht ein Einzelstrang das 
Detektionsfenster des ABI310-Gerätes wird der Fluoreszenzfarbstoff durch einen Argonlaser 
zur Lichtemission einer spezifischen Wellenlänge angeregt. Registriert wird dieses Ereignis 
von einer CCD-Kamera. Die ermittelten Daten werden auf Wechseldatenträgern gespeichert 
und mit einer speziellen Software, dem Genscan®-Programm ausgewertet. Anhand der 
Wellenlänge erkennt die Software, ob es sich um den Hin- oder den Rückstrang handelt. Eine 
graphische Auswertung der Daten läßt den jeweiligen Einzelstrang in Form eines Peaks 
erscheinen. Eine Abweichung gegenüber dem Auftrennungsverhalten des Wiltyp-
Einzelstranges wird durch eine X-Achsen Verschiebung des Peaks sichtbar (s.Abb.12) und 
kann auf eine homozygote Mutation hindeuten (Abb.12a). Heterozygote Mutationen, bzw. 
heterozygote Konformationsauffälligkeiten, zeichnen sich durch einen doppelgipfeligen Peak 
aus (Abb.12b), sind aber immer in Abweichung vom Wildtypen zu betrachten. 
 
 
Abb.12a:  homzygote Abweichung           Abb.9b: heterozygote Abweichung 
   vom Wildtyp          vom Wildtyp 
 
 
Zu bedenken ist bei den auffälligen Proben, daß das exonische Fragment auch Anteile der 
untranslatierten Region vor und hinter dem Exon enthält. Eine Sequenzänderung in diesem 
Bereich führt zu einer Konformationsänderung, aber hat in den meisten Fällen keinen 
pathogenen Effekt auf das LHX3-Protein. Ausnahmen stellen sog. Intron-Mutationen dar, die 
durch einen Basenaustausch im Bereich der Splice-Erkennungssequenzen zu einem abnormen 
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Splicen und eventuell Verschiebung des Leserasters führen können. Andere Ausnahmen 
werden später diskutiert. Zur Analyse wurde 1µl des aufgereinigten PCR-Produkts in ein 
Gemisch aus einem 1µl des Längenstandards und aus 11µl Formaldehyde der Firma Sigma 
pipettiert. Diese Probe wurde, wie oben beschrieben, 2min bei 90ºC denaturiert und mit einer 
speziellen Gummikappe, die ein Ansaugen des Probenmaterials erlaubt, versehen und der 
Analyse im ABI310-Sequencer zugeführt. 
 
3.1.4.2 Die SSCP-Analyse mit unmarkierten Primern 
 
Das exonischen Fragment, das das Exon 3 des LHX3-Gen enthält,wurde mit unmarkierten 
Primern amplifiziert. Die entsprechenden Sequenzen der Primer, sowie die optimierten 
Amplifikationsbedingungen könne der Tabellen 3 und 4 entnommen werden. Eine 
Aufreinigung des PCR-Produktes für ein deutlicheres Bandenmuster war nicht erforderlich. 
Die theoretischen Hintergründe der SSCP-Analyse sind vorher schon erläutert worden. 
Im Unterschied zu der vorher beschriebenen SSCP-Analyse mit dem ABI310-Sequenziergerät 
wird bei dieser Methode ein MDE™-Gel als Matrix benutzt. Das MDE™-Gel ist ein nicht 
denaturierendes Gel, das aus einer Polyacrylamid ähnlichen Substanz besteht. Nach Angaben 
des Herstellers (FMC BioProducts Europe) kann die Sensitivität beim Detektieren von 
Mutationen im Vergleich zu herkömmlichen Polyacrylamid-Gelen von 15% auf 80% 
gesteigert werden. In anderen Untersuchungen wird die Sensitivität der SSCP-Analyse mit 
dem MDE™-Gel nach Optimierung der Laufbedingungen auf bis zu 95% geschätzt [46], 
[47].  
Der Ansatz für ein 0,5%-iges Gel eines Volumen von 25ml bestand aus 7ml 2xMDE, 1.25ml 
10xTBE Puffer, 16.75ml doppelt- destilliertes H20 (ddH20). Dann wurden erst 60µl TEMED 
und dann 120µl 10%-iges APS hinzugefügt. Das APS ist die Startersubstanz für den 
Polymerisationsprozeß. 
Bevor das Probenmaterial (10 µl PCR-Produkt) auf des Gel aufgetragen wurde, versetzten wir 
es mit 10µl Beladungspuffer (95% Formamid, 0.05% Bromphenol, 0.05% Xylen-Zyanol) und 
denaturierten es 10 min bei 95ºC. Nach der Denaturierung wurden die Proben unverzüglich 
auf Eis gestellt und schnellst möglich aufgetragen. 
Die Gelkassette wurde in eine Aparatur zur vertikalen Gelelektrophorese eingespannt. Als 
Laufpuffer wählten wir 0.5%-igen TBE-Puffer. Bei einer konstanten Leistung von 3W betrug 
die Dauer der Elektrophorese 20 Stunden. 
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Die  Auftrennung der beide Einzelstränge und damit auch die Auswertbarkeit wird durch 
zahlreiche Faktoren beeinflußt [48],[49] : 
 
 
1) Ionenkonzentration des Puffers 
2) Dichte der Matrix (MDE™-Konz.) 
3) Elektrophoreseleistung 
4) Geltemperatur 
5) Gycerol im Gel 
6) Überschüssiger Primer 
 
Die DNA-Banden wurden mittels einer nach Bassam et al. modifizierten Silbernitrat-Färbung 
des Gel sichtbar gemacht [50].  
Zur besseren Ablösung der beiden Glasplatten voneinander wurde bei Präparation des Gels 
die eine Glasplatte mit Bind-Silane (Methacrylpropyltrimethoxysilane, Fa.Merck), die andere 
mit Gelslick™ (Fa.Promega) vorbehandelt. Die Anfärbung erfolgte direkt auf der mit Silane 
beschichteten Glasplatte. 
Das Gel wurde mit verschieden Lösungen (Lösungsvolumen von 400ml) für einen definierten 
Zeitraum inkubiert: 
 
1)  Fixierung 
in einer Lösung aus 50%igem Ethanol, 1.5ml 100%iger Essigsäure und 0.5ml 
37%igem Formaldehyd für eine Dauer von 1 Stunde  
 
3) Waschen 
in 50%igem Ethanol für eine Dauer von einer halben Stunde 
 
4) Imprägnierung 
In einer Lösung aus 0.1%igem Silbernitrat und 0.5ml 37% igem Formaldehyd für die 
Dauer einer halben Stunde 
 
5) Waschen 
eine Minute in ddH20 
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 Wildtyp Mutante      Mutante    + 
       homozygot   heterozygot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
    Laufrichtung   - 
6) Entwicklung 
bis die DNA-Banden gut sichtbar waren in einer Lösung aus  
8g Natriumbikarbonat und 0.5ml 37%igem Formaldehyd 
 
Der Entwicklungsvorgang wurde in ddH20 abgestoppt. Das Gel wurde auf einem 
Weißlichtilluminator mit einer digitalen Kamera fotografiert. 
Man erhält in der Regel zwei Banden, für jeden Einzelstrang eine. Die veränderte 
Sekundärstruktur einer homozygoten Mutation betrifft beide Einzelstränge und führt somit zu 
einer Verschiebung beider DNA-Banden im Vergleich zu denen des Wildtypen. Liegt eine 
Bande auf der gleichen Höhe wie eine Bande des Wildtypen, die andere ist aber verschoben, 
kann man von einer heterozygoten Mutation ausgehen (Abb.10). 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb.13: Schematische Darstellung des Auftrennungsverhaltens   
homo-/heterozygoter Mutationen im Vergleich zum Wildtyp mit  
unmarkierten Primern auf dem MDE™-Gel  
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3.1.5. Sequenzanalyse 
 
Sequenziert wurde mit der Methode nach Wilson et al. 1990, eine Modifikation der 
Kettenabbruchmethode nach Sanger von 1978. Das Verfahren ist automatisiert und 
computergestüzt und wurde an den beiden ABIPRISM®310 Sequenzierautomaten unseres 
Labors durchgeführt. 
Es wurde ein Cycle-Sequencing mit Fluoreszenzfarbstoff markierten Dideoxynukleotiden 
(ddNTPs) durchgeführt (s.Cycle-Bedingungen). Verwendet wurde dafür der ABI Prism® 
BigDye™ Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit. Die Farbstoffmarkierungen der 
ddNTPs (AR6G, CROX, GR110, TTamra) emittieren bei Anregung Licht 
unterschiedlicher Wellenlänge, so daß nur ein Reaktionsansatz benötigt wurde. Bei 
radioaktiver Markierung der ddNTPs werden hingegen vier Reaktionsansätze benötigt, da 
sich die Markierung der verschiedenen ddNTPs nicht unterscheidet.  
 
Reaktionsansatz:  BigDye™*  2µl 
    Primer(10pmol/µl) 1µl 
    Template  60ng 
    ad 10µl ddH2O 
 
*Der BigDye™ Premix enthält nach Herstellerangaben: 
AmpliTag DNA Polymerase, BigDye   Terminatoren (Fluoreszenz- farbstoffe), Deoxy- 
nukleotidtriphosphate, Magnesiumchlorid, Pufferlösung, rTth Pyrophosphate 
 
1.init.Denatur. 95°C 5min 
2.Denatur. 95°C 30s 
3.Annealing 56°C 15s 
4.Extension 60°C 4min 
Anzahl Zyklen 25 
 
Tabelle 10:  Cycle-Bedingungen für das Cycle-Sequencing 
  zum Sequenzieren der DNA-Fragmente 
 
Nach dem Cycle-Sequencing reinigten wir das PCR-Produkt mit einer Alkoholpräzipitation 
nach folgendem Protokoll auf. Dabei komplexiert das Natriumacetat die genom. DNA-
Fragmente, die durch Zentrifugation am Boden des Tubes gesammelt werden. 
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Alkoholpräzipitation: 
 
1) 10µl  PCR-Produkt 
+250µl  100% Ethanol 
+10µl 3M Natriumacetat 
 
  30min bei 14000rpm 
 
2) +250µl 70% Ethanol 
   
15min bei 14000rpm 
 
3) Absaugen des Überstandes  
 
4) Trocknen des Pellets für 10min bei 50°C in einer  
        Vacuum-Zentrifuge 
 
 
Anschliessend wurde das getrocknete Pellet (Ethanol stört den Sequenziervorgang) in 24µl 
TSR® aufgenommen, 2min bei 90°C denaturiert und auf Eis gestellt. Das Tube wurde mit 
einer speziellen Gummikappe verschlossen und der Sequenzierung zugeführt. Analog zu dem 
Verfahren der SSCP-Analyse mit Fluoreszensmarkierten Primern wurde das Probenmaterial 
in einer Kapillare auf einem Polymer (POP-6 Polymer) aufgetrennt, die Fluoreszensereignisse 
detektiert und mit der Software Sequencing-Analysis ausgewertet.  
 
 
 
 
 
 
3.1. Auswahl der Patienten 
 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden DNA-Proben von 80 Patienten molekulargenetisch 
untersucht, von denen 53 Patienten männlich und 18 weiblich waren. Bei den verbleibenden 9 
Patienten war uns das Geschlecht nicht bekannt. Alle Patienten leiden an einem kombinierten 
Ausfall der Hypophysenvorderlappen(CPHD)-Hormone. Die nachfolgende Abbildung gibt 
einen Überblick über die Verteilung der verschiedenen Ausprägungen einer CPHD in dem 
untersuchten Patientengut. Genauere klinische Angaben lagen nur über 50 der 80 
untersuchten Patienten vor, so daß nur diese zur Erstellung der Grafik verwendet wurden.  
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Abb.14:  Übersicht des Ausfallmusters der Hypophyse des untersuchten Patientengut 
 
Bei der Auswahl der Patienten als potentielle Träger einer LHX3-Mutation beschränkten wir 
uns nicht nur auf den Phänotyp der KO-Maus [10]. Dieser fehlten GH, FSH, LH, TSH und 
Prolaktin (in der Abb.8 mit hellgelb gekennzeichnet); lediglich eine Restsekretion ACTH war 
nachweisbar. Eine Mutation im LHX3-Gen kann sich möglicherweise auf einen nur sehr 
kleinen Bereich im Protein auswirken. Es wäre demnach vorstellbar, daß der betroffene 
Patient ein anderes Hypophysenausfallsmuster bietet, als eine KO-Maus, bei der das gesamte 
Gen deletiert ist. Denkbar wäre ebenfalls eine Variation des Phänotyps durch Heterozygotie 
oder Mosaikstruktur für das betroffene Allel. Die KO-Maus verstirbt innerhalb der ersten 24 
Stunden [10]. Wir haben unsere Untersuchungen an lebenden Patienten durchgeführt. Dieser 
Unterschied weist auch mögli- cherweise auf einen anderen hormonellen Phänotyp. Daher 
haben wir das Auswahlkriterium auf die Diagnose CPHD erweitert.  
An dieser Stelle weisen wir darauf hin, daß zu Beginn unserer Untersuchungen weder die 
genom. Sequenz des LHX3-Gen bekannt war, noch eine humane Mutation beschrieben war. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Die cDNA des humanen LHX3 Gens 
 
Das mittels der RT-PCR gewonnene 1.2kb lange DNA-Fragment wurde mit den bereits 
bekannten murinen Sequenzen verglichen [28]. Auf die Homologien wird unter 4.3 näher 
eingegangen. Die Lokalisation des Startkodons deutete darauf hin, daß die gesamte 
kodierende Region für die Isoform a des LHX3 in dem generierten DNA-Fragment enthalten 
war.  
 
 
 
        è5´-Ende 
        AGG GCC AGG CAG CGC CCA GTG GCT CCG GGC TCC CTG CCC 
  
CGC ACG ACG CGG CGG GAC TTG GGG CCC GAA CCC TCC AGG GGG CGC 
 
TGA CCT AGG GGA GCG CGT CTC GCG CCA CTC GGC CTG GTG GCC GCG                                                            
èExon1 
ATG CTG CTG GAA ACG GGG CTC GAG CGC GAC CGA GCG AGG CCC GGG 45 
Met Leu Leu Glu Thr Gly Leu Glu Arg Asp Arg Ala Arg Pro Gly  15    
(Start)          èExon2 
GCC GCC GCC GTC TGC ACC TTG GGC GGG ACT CGG GAG ATC CCG CTG 90 
Ala Ala Ala Val Cys Thr Leu Gly Gly Thr Arg Glu Ile Pro Leu  30 
 
TGC GCT GGC TGT GAC CAG CAC ATC CTG GAC CGC TTC ATC CTC AAG 135 
Cys Ala Gly Cys Asp Gln His Ile Leu Asp Arg Phe Ile Leu Lys 45 
                                                                                                
GCT CTG GAC CGC CAC TGG CAC AGC AAG TGT CTC AAG TGC AGC GAC 180 
Ala Leu Asp Arg His Trp His Ser Lys Cys Leu Lys Cys Ser Asp  60 
                                                                                                        
TGC CAC ACG CCA CTG GCC GAG CGC TGC TTC AGC CGA GGG GAG AGC 225 
Cys His Thr Pro Leu Ala Glu Arg Cys Phe Ser Arg Gly Glu Ser 75 
                                  èExon3 
GTT TAC TGC AAG GAC GAC TTT TTC AAG CGC TTC GGG ACC AAG TGC      270                                                     
Val Tyr Cys Lys Asp Asp Phe Phe Lys Arg Phe Gly Thr Lys Cys 90 
                   
GCC GCG TGC CAG CTG GGC ATC CCG CCC ACG CAG GTG GTG CGC CGC 315 
Ala Ala Cys Gln Leu Gly Ile Pro Pro Thr Gln Val Val Arg Arg 105 
                                                                                                                        
GCC CAG GAC TTC GTG TAC CAC CTG CAC TGC TTT GCC TGC GTC GTG 360 
Ala Gln Asp Phe Val Tyr His Leu His Cys Phe Ala Cys Val Val  120 
                                                                                                                       
TGC AAG CGG CAG CTG GCC ACG GGC GAC GAG TTC TAC CTC ATG GAG 405 
Cys Lys Arg Gln Leu Ala Thr Gly Asp Glu Phe Tyr Leu Met Glu  135 
                                                             
GAC AGC CGG CTC GTG TGC AAG GCG GAC TAC GAA ACC GCC AAG CAG      450                                                     
Asp Ser Arg Leu Val Cys Lys Ala Asp Tyr Glu Thr Ala Lys Gln 150 
     èExon4 
CGA GAG GCC GAG GCC ACG GCC AAG CGG CCG CGC ACG ACC ATC ACC 495 
Arg Glu Ala Glu Ala Thr Ala Lys Arg Pro Arg Thr Thr Ile Thr 165 
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GCC AAG CAG CTG GAG ACG CTG AAG AGC GCT TAC AAC ACC TCG CCC 540 
Ala Lys Gln Leu Glu Thr Leu Lys Ser Ala Tyr Asn Thr Ser Pro  180 
                                                                                                                       
AAG CCG GCG CGC CAC GTG CGC GAG CAG CTC TCG TCC GAG ACG GGC 585 
Lys Pro Ala Arg His Val Arg Glu Gln Leu Ser Ser Glu Thr Gly  195 
                            èExon5  
CTG GAC ATG CGC GTG GTG CAG GTT TGG TTC CAG AAC CGC CGG GCC  630 
Leu Asp Met Arg Val Val Gln Val Try Phe Gln Asn Arg Arg Ala 210 
 
AAG GAG AAG AGG CTG AAG AAG GAC GCC GGC CGG CAG CGC TGG GGG 675 
Lys Glu Lys Arg Leu Lys Lys Asp Ala Gly Arg Gln Arg Try Gly 225 
                                                                                                             
CAG TAT TTC CGC AAC ATG AAG CGC TCC CGC GGC GGC TCC AAG TCG 720 
Glu Tyr Phe Arg Asp Met Lys Arg Ser Arg Gly Gly Ser Lys Ser  240 
                                                                                                                   
GAC AAG GAC AGC GTT CAG GAG GGG CAG GAC AGC GAC GCT GAG GTC 765 
Asp Lys Asp Ser Val Gln Glu Gly Glu Asp Ser Asp Ala Glu Val 255 
             èExon6 
TCC TTC CCC GAT GAG CCT TCC TTG GCG GAA ATG GGC CCG GCC AAT 810 
Ser Phe Pro Asp Glu Pro Ser Leu Ala Glu Met Gly Pro Ala Asn 270 
  
GGC CTC TAC GGG AGC TTG GGG GAA CCC ACC CAG GCC TTG GGC CGG 855 
Gly Leu Tyr Gly Ser Leu Gly Glu Pro Thr Trp Ala Leu Gly Arg 285 
                                                                                                    
CCC TCG GGA GCC CTG GGC AAC TTC TCC CTG GAG CAT GGA GGC CTG 900 
Pro Ser Gly Ala Leu Gly Asn Phe Ser Leu Glu His Gly Gly Leu  300 
                                                                                                          
 
GCA GGC CCA GAG CAG TAC CGA GAG CTG CGT CCC GGC AGC CCC TAC 945 
Ala Gly Pro Glu Gln Tyr Arg Glu Leu Arg Pro Gly Ser Pro Tyr  315 
                                                             
GGT GTC CCC CCA TCC CCC GCC GCC CCG CAG AGC CTC CCT GGC CCC 990                                                            
Gly Val Pro Pro Ser Pro Ala Ala Pro Gln Ser Leu Pro Gly Pro 330 
 
CAG CCC CTC CTC TCC AGC CTG GTG TAC CCA GAC ACC AGC TTG GGC 1035 
Gln Pro Leu Leu Ser Ser Leu Val Tyr Pro Asp Thr Ser Leu Gly 345 
                                                             
CTT GTG CCC TCG GGA GCC CCC GGC GGG CCC CCA CCC ATG AGG GTG 1080 
Leu Val Pro Ser Gly Ala Pro Gly Gly Pro Pro Pro Met Arg Val  360 
                                                                                                                       
CTG GCA GGG AAC GGA CCC AGT TCT GAC CTA TCC ACG GGG AGC AGC 1125 
Leu Ala Gly Asn Gly Pro Ser Ser Asp Leu Ser Thr Gly Ser Ser  375 
                                                             
GGG GGT TAC CCC GAC TTC CCT GCC AGC CCC GCC TCC TGG CTG GAT 1170                                                     
Gly Gly Tyr Pro Asp Phe Pro Ala Ser Pro Ala Ser Trp Leu Asp  390 
 
GAG GTA GAC CAC GCT CAG TTC TGA         1191 
Glu Val Asp His Ala Gln Phe(Stop)      397
  
 
 
 
Abb.12:  Sequenz der LHX3 cDNA 
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4.2. Der genomische Aufbau des LHX3 Gen 
 
Wir legten die potentiellen Intron-Exon Grenzen aufgrund der Homologien zur murinen 
cDNA [28] fest. Mit entsprechend ausgewählten Primern wurden die Intron-Exon Grenzen, 
oder teilweise die gesamten Introns, amplifiziert und sequenziert. 
Aufgrund der schwer zu etablierenden Amplifikation der genomischen Fragmente, versuchten 
wir einen PAC-Clone mit einem Primerpaar zu identifizieren, was zu einer erfolgreichen 
Amplifikation eines genomischen Fragmentes geführt hatte. Dieses war vorher durch eine 
Sequenzierung verifiziert worden. Eine Selektion eines PAC-Klones gelang jedoch nicht. 
Die aus den Sequenzierungen der genomischen Fragmente gewonnenen Daten wurden mit 
denen eines noch nicht identifizierten PAC-Klones ( clone RP5-107901, AL 138781) 
vervollständigt. Diesen identifizierten wir bei einer Blast-Suche nach Eingabe der eigenen 
Sequenz. 
Die Intron-Exon Grenzen sind durch bestimmte Dinukleotide gekennzeichnet, die beim 
Splicevorgang als Erkennungssequenzen dienen. Die Splice-Donor-Sequenz besteht aus 
einem Guanin und einem Tyrosin, die Splice-Akceptor-Sequenz aus einem Adenin und einem 
Guanin [51]. Hiervon ausgenommen sind die Exons 1a, 1b und 6, die ein eigenes Startkodon 
besitzen. Unsere Sequenzdaten bestätigten, daß die Intron-Exon Grenzen bei Maus [28] und 
Mensch in Lokalisation und Sequenz übereinstimmten. Neben den Isoformen a und b gibt es 
ein erst seit kurzem bekanntes Protein M2-LHX3 [32]. In der Tabelle 11 sind die Sequenzen 
der Intron-Exon-Grenzen, sowie die Länge der einzelnen Abschnitte angegeben.  
Exon Länge 
(bp) 
Exon-Intron-Grenzen 
1a 79 GCCGCGATGCTG . . . . . . . CTCGGGGTAAGC 
1b 94 GGACCCATGGAG . . . . . . . GCCGAGGTGGGT 
2 172 CCACAGAGATCC . . . . . . . TTTCAAGTGAGC 
3 203 CCGCAGGCGCTT . . . . . . . AGCCAGGTCAGC 
4 152 GCGCAGAGGCCG . . . . . . . GTGCAGGTCAGC 
5 168 CCCCAGGTTTGG . . . . . . . TCCCCGGTAGGC 
6 416 GTTGCAGATGAG . . . . . . . AGTTCTGACCCA 
Intron  Länge 
(bp) 
Ia 1899 
Ib 2168 
II 701 
III 628 
IV 88 
V 908 
 
Tabelle 11:  Länge der Exons/Introns und Sequenzen der Exon-Intron Grenzen. Exons fett 
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Das LHX3-Gen besteht aus sechs Exons und fünf Introns. Es ist mit einem G/C-Anteil von 
66% sehr G/C reich. Insgesamt umfasst der chromosomale Absschnitt, auf dem das Gen liegt, 
ca. 7,2kb. 
Das Exon 1 kodiert den N-terminalen Abschnitt des LHX3 Proteins, der den Unterschied 
zwischen der a-und b-Isoform darstellt. Das Exon 2 kodiert die erste LIM-Domäne, das Exon 
3 die zweite. Die Exons 4 und 5 kodieren gemeinsam für die HD und sind lediglich durch ein 
88bp langes Intron getrennt. Das Exon 6 kodiert das Carboxy-terminale Ende, der auch als 
LIM spezifische Domäne bezeichnet wird, für die eine sichere Funktion bisher nicht 
beschrieben wurde. Erste Hinweise fanden sich in den Untersuchungen von Parker und 
Rhodes [37], daß es im carboxyterminalen Ende Signalsequenzen gibt, die an der Regulation 
des Prolactin-und des α-GSU-Promotors beteiligt zu sein scheinen. 
 
In der Abb.15 ist die genomische Organisation des LHX3 Gens .dargestellt.  
 
 
 
Mit römischen Zahlen sind die Introns beziffert; mit arabischen Zahlen die Exons. 
Die cDNA ist in 5´-3´-Orientierung angegeben. 
 
Abb.15:  Genomische Organisation des LHX3 Gens 
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Die genomische Sequenz ist vollständig im Anhang unter 8.2 aufgeführt. Der Vergleich mit 
dem murinen LHX3 Gen [28] zeigte einen nahezu identischen genomischen Aufbau. Eine 
kleine Abweichung im Aufbau weisen die LHX3 Gene der Taufliege Drosophila 
melanogaster [34] und des Zebrafisches [33] auf. Beide Organismen bilden nur eine Isoform 
des LHX3. 
Das humane LHX1 Gen [52] und die murinen LIM-HD Gene LHX4 [17] und LHX5 [53] 
enthalten ebenso wie das LHX3 Gen zwei seperate Exons, die für beide LIM-Domänen 
kodieren, sowie zwei durch ein kleines Intron getrennte Exons, die für die HD kodieren. 
Interessanterweise findet man dieses kleine Intron in der für die HD kodierenden Region  im 
ISL-1 Gen nicht, wohl aber im X-Lim1 Gen und in den Genen evx-1 und evx-2, die zu den 
Hömöoboxgenen ohne LIM Domäne gehören [35]. Dieser Zusammenhang läßt es möglich 
erscheinen, daß die LIM-HD Gene im Laufe der Evolution durch Exonduplikation und -
rekombination entstanden sind. In Übereinstimmung mit anderen LIM-HD- 
Transskiptionsfaktoren  kodiert beim LHX3 ein Exon für jeweils eine funktionelle Domäne 
des Proteins [54], [53], [52]. Das LHX3 Gen befindet sich beim Menschen auf dem 
telomernahen Abschnitt des Chromosoms Nr.9 (9q34.3) [31]. In den Arbeiten von Ellisen und 
Vieira wird für diesen telomernahen Abschnitt des Chromosom Nr.9 über chromosomale 
Rearrangements berichtet [55], [56]. Das murine LHX3 Gen findet sich auf dem homologen 
Abschnitt des Chromosoms Nr.2 [28].  
Zhadanov beschrieb 1995 beim murinen LHX3 Gen Sequenzabschnitte, an die der 
Transkriptionsfaktor SP-1 binden kann [28]. Sp-1 interagiert nachweislich mit Pro- 
motorabschnitten mehrerer Gene [57]. Das Erkennungsmotif ist eine GC-Box (GGGCGG, 
CCGCCC), die auch beim humanen LHX3 Gen zu finden ist. Sie liegen vor dem Exon 1a bei 
–163bp und bei –175bp und vor dem Exon 1b bei –159bp, -175bp und –195bp (s.8.2). Das 
diese Squenzen bei der Maus und beim Menschen zu finden sind macht eine Bedeutung für 
die Transskriptionsregulation wahrscheinlich. Kadonaga beschrieb 1987 die cDNA und die 
Primärsstruktur des SP-1. Interressanterweise besitzt das SP-1 Protein zwei Zink-Finger 
Motive, die DNA binden können [58]. Eine Dimerisierung mit den Zink-Finger Motiven des 
LHX3 Proteins wäre denkbar, ist bisher aber noch nicht beschrieben worden. Am 3´-Ende in 
der untranslatierten Region fand sich 1016bp hinter dem Stopkodon ein ATTTA-Motif, das 
bei Genen beschrieben worden ist, die mRNA mit kurzer HWZ bilden [59].  
Eine TATA-Box ließ sich in der Region des LHX3-Gens nicht nachweisen. 
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4.3. Homologien des LHX3  
 
Die genomische Organisation des humanen LHX3 Gens wies eine grosse Homologie zu der 
des murinen LHX3 Gens auf. Die Intron-Exon-Grenzen sind in Lokalisation und Sequenz 
konserviert. Die Größe und die Anzahl der Exons stimmen ebenfalls überein. Beide LHX3 
Gene besitzen ca.2kb hinter dem Exon 1a ein alternatives Exon 1b, welches für eine 
alternative Splicingvariante des LHX3-Proteins kodiert. Die bei der Maus beschriebenen SP-1 
bindenden Promoterabschnitte [28] sind beim Menschen konserviert (s. Anhang 8.2). 
Unsere Sequenzdaten zeigten, daß das humane LHX3 Gen für ein Protein von einer Länge 
von 397 AS (Isoform a) kodiert. Die im Vergleich zum Maus Protein(Isoform a) fehlenden 
drei AS liegen in dem aminoterminalen Ende. Für das Gesamtprotein lag die Homologie in 
Bezug auf die AS bei 91% (87% in Bezug auf die Nukleotidsequenz). Wie erwartet war die 
Homologie im Bereich der funktionell wichtigen Domänen größer. Im Bereich der ersten 
LIM-Domäne beträgt die Homologie 98% in Bezug auf die AS (88% in Bezug auf die 
Nukleotidsequenz). Die zweite LIM-Domäne weist eine Homologie von 100% in Bezug auf 
die AS(96% in Bezug auf die Nukleotidsequenz) auf. Im Bereich der Homöodomäne beträgt 
die Homologie in Bezug auf die AS 100%(93% in Bezug auf die Nukleotidsequenz). Die 
geringste Homologie besitzt der aminoterminale Abschnitt der humanen Isoform a mit 56% 
auf der AS-, jedoch noch 69% auf der Nukleotidebene. Die Isoform b besitzt in dieser Region 
eine Homologie von 89% auf AS-Ebene, 84% auf Nukleotidebene. Die AS-Sequenzen des 
humanen und des murinen LHX3 Proteins sind in der Abb.16 dargestellt. 
Unsere Ergebnisse bestätigten die bisher veröffentlichen Daten [5], [28], [30]. 
 
Humanes LHX3 Protein  
Murines LHX3 Protein 
       Lim-Domäne 1 
1 MLLETGLERDRAR---PGAAAVCTLGGTREIPLCAGCDQHILDRFILKALDRHWHSKCLKCSD 
  ||||  |   | |   ||| | ||   | ||| ||||||||||||||||||||||||||||||  
1 MLLEAELDCHRERPGAPGASALCTFSRTPEIPMCAGCDQHILDRFILKALDRHWHSKCLKCSD 
 
Lim-Domäne 2 
61 CHTPLAERCFSRGESVYCKDDFFKRFGTKCAACQLGIPPTQVVRRAQDFVYHLHCFACVV 
   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||   
64 
CHVPLAERCFSRGESVYCKDDFFKRFGTKCAACQLGIPPTQVVRRAQDFVYHLHCFACVV 
 
Homöodomäne 
121 CKRQLATGDEFYLMEDSRLVCKADYETAKQREAEATAKRPRTTITAKQLETLKSAYNTSP 
    |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
124 CKRQLATGDEFYLMEDSRLVCKADYETAKQREAEATAKRPRTTITAKQLETLKSAYNTSP 
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181 KPARHVREQLSSETGLDMRVVQVWFQNRRAKEKRLKKDAGRQRWGQYFRNMKRSRGGSKS 
    |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| 
184 KPARHVREQLSSETGLDMRVVQVWFQNRRAKEKRLKKDAGRQRWGQYFRNMKRSRGSSKS 
 
 
241 DKDSVQEGQDSDAEVSFPDEPSLAEMGPANGLYGSLGEPTQALGRPSGALGNFSLEHGGL 
    |||| |||||||||||| |||| | ||||||||||||||  ||||| | || | | ||||   
244 DKDSIQEGQDSDAEVSFTDEPSMADMGPANGLYSSLGEPAPALGRPVGGLGSFTLDHGGL 
 
 
301 AGPEQYRELRPGSPYGVPPSPAAPQSLPGPQPLLSSLVYPDTSLGLVPSGAPGGPPPMRV 
    |||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| | ||||| |||||||||  
304 TGPEQYRELRPGSPYGIPPSPAAPQSLPGPQPLLSSLVYPDTNLSLVPSGPPGGPPPMRV 
 
 
361 LAGNGPSSDLSTGSSGGYPDFPASPASWLDEVDHAQF 
    |||||||||||| || ||||||||||||||||||||| 
364 LAGNGPSSDLSTESSSGYPDFPASPASWLDEVDHAQF 
 
 
 
Abb.16: Homologie zwischen dem humanen und dem murinenLHX3 Protein 
  gelb sind die AS markiert, die das Grundgerüst 
  des Zinkfingers bilden  
      
 
4.4. SSCP-Daten 
 
Eines der Ziele dieser Arbeit war es, ein Screeningverfahren für Mutationen im LHX3 Gen zu 
etablieren. Die im SSCP-Screening auffälligen Proben wurden einer Sequenzieranalyse 
zugeführt. Die Sequenzierung ist zur näheren Analyse der Abweichungen in Bezug auf den 
Wildtyp notwendig. Nur so ist es möglich potentiell pathogene Mutationen von 
Polymorphismen oder Sequenzabweichungen in nicht kodierenden Abschnitten der 
exonischen Fragmente zu differenzieren. 
 
4.4.1. Konformationsauffälligkeiten 
 
Die Proben 289, 372, 378 und 398 wiesen eine Konformationsauffälligkeit im Exon 1 
auf(s.Abb.17, 18, 19). An dieser Stelle sei darauf hingewiesen, das die exonischen Fragmente 
auch intronische Abschnitte vor und hinter dem Exon enthalten. Die Proben 289, 372 und 378 
waren homozygot bezüglich der Abweichung; die Probe 398 war heterozygot. Die Frage der 
Homo-bzw. Heterozygotie läßt sich aus dem Muster der SSCP-Analyse erschließen. Bei einer 
Homozygotie ist der Peak in Bezug auf den Wildtyp verschoben; entprechend der zwei 
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verschiedenen Allele einer heterozygoten Probe ensteht in der SSCP-Analyse eine 
doppelgipflige Konfiguration. 
 
a) b) 
Abb.17 : SSCP-Analyse des Exon 1 der Proben 289 und 372 
  a) Hinstrang, b) Rückstrang 
 
a) b) 
 
Abb.18:  SSCP-Analyse des Exon 1 der Probe 398 
  a) Hinstrang b) Rückstrang 
 
a) b) 
 
Abb.19:  SSCP-Analyse des Exon 1 der Probe 378 
a) Hinstrang b) Rückstrang 
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Die Proben 27, 317 und 345 zeigten in der SSCP-Analyse des Exon2 eine 
Konformationsauffälligkeit (Abb.20, 21, 22). Die Proben 27 und 345 waren heterozygot 
bezüglich der Abweichung , während die Proben 64 und 317 ein homozygotes Analysebild  
Aufwiesen. 
 
 
 
a)             b) 
Abb.20: SSCP-Analyse des Exon 2 der Probe 27 
  a) Hinstrang b) Rückstrang 
 
 
a)            b) 
 
Abb.21: SSCP-Analyse des Exon 2 der Probe 317 
  a) Hinstrang b) Rückstrang 
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a)       b)     
Abb.22: SSCP-Analyse des Exon2 der Probe 345 
  a) Hinstrang b) Rückstrang 
 
Im Exon3, das mittels herkömmlicher SSCP-Analyse auf einem MDE®-Gel gescreent wurde 
(s. 3.1.4.2), konnten keine Konformationsauffälligkeiten festgestellt werden. Die Exons 4, 5 
und 6 waren bei den untersuchten Patientenproben ebenfalls unauffällig.  
 
4.5.1. Sequenzdaten 
 
Die konformationsauffälligen Patientenproben wurden anschließend mit Sequenzanalyse auf 
Nukleotidebene untersucht. Aufgrund der Veränderung der Nukleotidsequenz können 
Rückschlüsse auf die Primästruktur des Proteins geschlossen werden. Zur Bestätigung der 
Pathogenität einer Mutation dienen Familienanalysen, Untersuchungen der DNA-Bindungs- 
und der Transaktivierungseigenschaften des mutanten Proteins.  
 
4.5.1. Sequenzen der SSCP-Screening auffälligen Patienten 
 
Die Patientenproben 289, 372 und 398 besitzen die gleiche Veränderung der 
Nukleotidsequenz. Im intronischen Bereich, 40 bp vor dem Startkodon , ist Adenin durch ein 
Cytosin ersetzt worden. Da dieser Abschnitt sehr nah am 5`-Ende des amplifizierten 
Fragments liegt kann der Basenaustausch nur im Rückstrang(3´-5´) nachgewiesen werden. 
Aus diesem Grund erscheinen im Sequenzausschnitt die komplementären Basen Thymin und 
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Guanin. Die Überlagerung der Sequenzstränge bei der heterozygoten Probe 398 läßt sich in 
der Abb.23 deutlich erkennen.  
 
Rückstrang (3´-5´): 
 
          Wildtyp   Probe 398         Probe 289             
Probe 372 
 
          Probe 378 
 
Abb.23: Auschnitte der Sequenzieranalysen in 3´-5´-Richtung 
  des Exon1 der Proben 289, 372 und 398 
Der Pfeil markiert das Nukleotid 40bp vor dem Startkodon des ersten Exons. 
 
Der Basenaustausch liegt im intronischen Bereich. Die beiden bekannten SP-1 
Bindungsstellen liegen ca. 200bp davor. Das Ausfallsmuster der Hypophyse der drei Proben 
stimmt nicht überein. Diese Umstände sprechen gegen eine pathogene Mutation.  
 
Die Proben 27 und 345 haben im Exon 2 in Kodon 36 einen Austausch von Glycin zu 
Adenin. Der Basenaustausch liegt im heterozygoten Zustand vor. Das Kodon 36 des Wiltyps 
ist CAG und kodiert für die Aminosäure Glutamin(Q). Das mutierte Kodon 36 CAA steht für 
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die gleiche Aminosäure. Es handelt sich hierbei um einen Polymorphismus, bei dem der 
Austausch auf Nukleotidebene keine Veränderung der Aminosäuresequenz hervorruft.  
 
 Hinstrang(5´-3´):   
 
Wildtyp         Probe 27              Probe 345 
 
Rückstrang(3´-5´): 
 
 Wildtyp        Probe 27    Probe 345 
Abb.24 a) 
Abb.24 b)  
Kodon:  35 36 37 
 Wildtyp:   GAC CAG CAC 
 Probe 27/345:  GAC  CAA CAC 
 Aminosäuren:  Asp Gln His 
Abb.24:  a) Ausschnitte der Sequenzieranalysen in beiden Leserichtungen 
   des Exon2 der Proben 27 und 345 
  b) Überblick auf Nukleotid- und Aminosäurenebene 
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Die Abweichung in der SSCP-Analyse bei der Probe 317 wurde nachträglich auf 
Unregelmäßigkeiten während der SSCP zurückgeführt. Diese Unregelmäßigkeit äußerte sich 
in einer inadäquaten Auftrennung des Längenstandards.  
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 5.  Diskussion 
 
 
Das Ziel dieser Arbeit war ein SSCP-Screening für das humane LHX3 Gen zu etablieren und 
Abweichungen vom Wildtyp auf Nukleotidebene durch Sequenzanalyse näher zu bestimmen. 
Die einzelnen Schritte, die dazu notwendig waren, sind in der Zielsetzung eingehend erläutert 
worden.  
Die im SSCP-Screening auffälligen Proben zeigten in der Sequenzanalyse eine Änderung der 
Nukleotidsequenz. Die Vorraussetzung für eine Validität der SSCP-Analyse war ein sauber 
aufgetrennter Längenstandard. Wir fanden zwei Nukleotidänderungen: 
40bp vor dem Exon1, im 5´-untranslatierten Abschnitt der m-RNA, war bei drei 
verschiedenen, nicht miteinander verwandten, Patienten ein Adenin in ein Cystein 
ausgetauscht. 
Im Exon2 wurde ein Austausch von Glycin in Adenin im Kodon 36 gefunden, der jedoch 
nicht zu einer Veränderung der Aminosäuresequenz führt. Die beiden betroffenen Patienten 
waren bezüglich des Nukleotidaustausches heterozygot. Die Frequenz des beschriebenen 
Polymorphismus beträgt somit 1,25%. 
Wir gehen nicht von Pathogenität dieser beobachteten Mutationen aus, da sie in dem einen 
Fall in der untranslatierten Region des LHX3 Gen liegt, und in dem anderen zu keiner 
Veränderung der Aminosäuresquenz führt. Die Splice-Akzeptorsequenz, sowie die Sequenz 
der branch-site sind nicht betroffen. Die Phänotypen der betroffenen Patienten stimmen nur 
bei dem Polymorphismus in Exon2 überein: den Patienten fehlen die beiden hypophysären 
Peptidhormone TSH und GH.  
Im Jahre 1999 beschrieben Shen et al. Polymorphismen auf RNA-Ebene, die faltungsbedingt 
zu einer Effizienzminderung der Translation der RNA führen [60]. Hieran sollte im Einzelfall 
als mögliche Krankheitsursache gedacht werden. Zusatzuntersuchungen könnten diese 
Ursache ausschliessen.  
Das von uns für das LHX3-Gen etablierte Verfahren eignet sich für das Mutationsscreening 
im LHX3 Gen. Das Probenmaterial ist peripheres Venenblut und leicht zu gewinnen. Die 
Untersuchungen sind auch in einem kleinerem Labor, das über die entsprechende Ausrüstung 
verfügt, leicht durchführbar. Eine Screeninguntersuchung ist notwendig, da bei Mutationen im 
LHX3 Gen bislang nicht von einem bestimmten hormonellen Phänotyp ausgegangen werden 
konnte. Der Abschnitt, in dem das Gen liegt, ist mit 7kb relativ groß, und im Zweifelsfall ist 
eine schnelle Diagnostik erforderlich. Hinweisend für eine LHX3 Mutation ist eine sehr frühe 
Manifestation eines schweren kombinierten Hypophysenausfalls mit sekundärer 
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Hypothyreose (klinisch imponierend als Ikterus prolongatus), einem GH-Mangel und 
Krampfanfällen bereits in den ersten Lebenstagen. Eine als “kurzhalsig” erscheinende 
Anteversion der Schultern, die von Netchine et al. [25] beschrieben wurde scheint neben einer 
Vergrößerung oder Verkleinerung der Hypophyse weitere Gemeinsamkeiten der bisher 
beschriebenen LHX3-Mutationen zu sein. 
Die Anteversion der Schultern könnte durch eine veränderte Innervation bestimmter 
Muskelgruppen, bzw. durch ein verändertes Projektionsmuster der entsprechenden 
Neuronengruppen , bedingt sein. Thor konnte 1999 bei Drosphila-LHX3 Mutanten eine 
Veränderung in der Gruppierung von Isl-1 exprimierenden, LHX3 co-exprimierenden  
Neuronen nachweisen. Auch das Innervationsmuster der entprechenden Muskeln war 
verändert. 
In Untersuchungen, die im Anschluß an diese Arbeit in der Kinderklinik der Universität 
Leipzig durchgeführt wurden, sind weitere 235 Patienten mit kombinierter HVL-Insuffizienz 
auf LHX3-Mutationen gescreent worden. Es sind 3 neue Mutationen bei 4 Patienten gefunden 
worden; was einer Häufigkeit von 1,7% in dem untersuchten Patientenkollektiv entspricht.  
Bei einer marokkanischen, blutsverwandten Familie fand sich die Mutation 
nt287(del2)+nt287(ins4), bei der ein Dinukleotid GC deletiert und zusätzlich die Nukleotide 
TCCT eingefügt sind. Das Kodon 170 wird dadurch zu einem vorzeitiges Stopkodon. Beide 
Eltern sind für die Mutation heterozygot. Die Mutation liegt in der LIM2-Domäne. 
Bei einem arabischen Patienten konnte eine Makrodeletion des gesamten LHX3 Gens 
nachgewiesen werden. 
Zwei Patienten einer indischen Familie wiesen die Mutation C629T auf, aus der sich ein 
Austausch der konservierten AS Alanin zu Valin ergibt. Hier waren die Eltern bezüglich der 
Mutation ebenfalls heterozygot.  
Der Vererbungsmodus war ausschließlich rezesssiv, was sich oft bei Mutationen findet, die 
mit einem Funktionsverlust des betroffenen Proteins einhergeht. Theoretisch denkbar wäre 
auch ein dominant negativer Effekt, der durch Bildung eines inaktiven Dimers aus einem 
pathologischen und einem funktionsfähigen entsteht und von einer homozygoten Mutation 
funktionell nicht zu unterscheiden wäre. Bei isolierter Betrachtung der Hypophyse unter 
Vergleich der von Netchine et al. beschriebenen Mutationen, fällt auf, daß sich eine 
hypoplastische Hypophyse bei vollständigem oder funktionellen Verlust der Lim-, und 
Homöo-Domänen fand, während die Patienten, bei denen entweder LIM- oder HD mutiert 
waren eine vergrößerte Hypophyse aufwiesen. Über die komplexen Zusammenhänge und 
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über die Regulationsmechanismen, die dafür vielleicht verantwortlich sind, kann zum jetzigen 
Zeitpunkt nur spekuliert werden.  
Anschließende Gel-shift Experimente der mutierten LHX3-Proteine zeigte bei den 
betroffenen der marokkanischen und der indischen Familie eine verminderte DNA-Bindung. 
In Transfektionsexperimenten wurde eine verminderte Transaktivierung des α-GSU-
Promotors nachgewiesen. Bemerkenswert war, daß der funktionelle Defekt, gemessen an der 
DNA-Bindung sowie der Transaktivierungseigenschaften bei der C629T schwächer 
ausgeprägt waren als bei der nt287(del2)+nt287(ins4). Eine Mögliche Ursache ist 
möglicherweise, daß zwei verschiedene funktionelle Domänen betroffen sind: Auf der einen 
Seite die LIM-Domäne, auf der anderen die Homöo-Domäne. Die von Netchine [25] 
beschriebene Mutation, die die HD betrifft zeigte ebenfalls eine vergrößerte Hypophyse.  
Ein weiterer Unterschied, der auf eine Variation des Phänotypes hindeutet, ist das Fehlen der 
typischen ,,Kurzhalsigkeit”, ein etwas abgeschwächter, klinischer Verlauf und ein ,,late-
onset´´.  Nachfolgende Untersuchungen müssen dazu beitragen, diese Zusammenhänge näher 
zu ergründen. 
 
Der hormonelle Phänotyp der oben beschriebenen Mutationen ist bis auf eine am unteren 
Normalwert variable Cortisol-Konzentration einheitlich: Es fehlen GH, TSH und  Prolaktin; 
FSH und LH können im präpubertären Alter noch nicht nachgewiesen werden und sind für 
die Untersuchung der hypophysären Hormone am Neugeborenen nicht relevant. Sie werden 
nach Stimulation mit dem entsprechenden Releasing Hormon bestimmt. Der hormonelle 
Phänotyp ist in den Daten unabhängig von der funktionellen Domäne, die durch die Mutation 
betroffen ist und konsistent mit dem hormonellen Phänotyp der bisher publizierten Fälle. 
Gemeinsam ist ein schwerer postnataler Verlauf, der einer konventionellen Hormondiagnostik 
schwer zugänglich ist. Der Nachweis einer LHX3-Mutation, oder eines anderen hypophysären 
Tf oder Hormons ist eine potentiell wichtige Untersuchung in dieser Situation. Bei Nachweis  
einer LHX3-Mutation sollte ein “long term follow-up” der betroffenen Patienten erfolgen. 
Dazu gehört eine MRT-Kontrolle der Hypophyse um Gefahren, die durch eine Vergrößerung 
drohen, zu vermeiden. Die Restsekretion der Hypophysenhormone sollte im zeitlichen 
Verlauf durch regelmäßige Stimulationstest bestimmt werden. Diese Untersuchungen könnten 
zum größeren Verständnis dieses genetischen Syndroms beitragen. 
 
Grundsätzlich wäre denkbar, daß ein Verlust der unterschiedlichen funktionellen Domänen 
des LHX3 Gens zu veschiedenen Phänotypen führt. Auf einen möglichen Phänotyp einer 
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LHX3 Mutation, der mit dem hormonellen Phänotyp der KO-Maus identisch ist [10], wiesen 
die Untersuchungen von Netchine et al.[25] hin, die durch die, dieser Arbeit folgenden 
Untersuchung, bestätigt wurde. 
Der Phänotyp der LHX3 Knock  out Maus[10], bei der nur die kortikotrope Zelllinie 
nachweisbar ist, läßt nur bedingt Rückschlüsse auf mögliche Phänotypen einer LHX3 
Mutation beim Menschen zu. Zum Einen ist das gesamte LHX3 Gen bei der Knock  out Maus 
depletiert, zum Anderen stirbt sie innerhalb von 24 Stunden. Ein Unterschied zwischen homo-
und heterozygot betroffenen Patienten ist wahrscheinlich. Ein heterozygoter Patient hätte 
eventuell eine abgeschwächte Klinik, bzw. einen im Ausprägungsgrad schwächeren 
Hypophysenausfall oder einen Normalbefund.  
Eine Mutation, die nur kleinere strukturelle Veränderungen im LHX3 Protein erzeugt, könnte 
zu einer anderen Klinik führen, als der gesamte Verlust des Proteins. Dieses steht jedoch im 
Widerspruch zu der Beobachtung, daß bei der Deletion des gesamten LHX3-Gens bei dem 
arabischen Patienten und den Mutationen, die nur einzelne funktionelle Domänen betreffen, 
phänotypisch kein Unterschied besteht.  
Es sind verschiedene Veränderung auf Nukleotidebene als Ursache einer pathogenen 
Mutation im humanen LHX3-Gen denkbar. Das kann das resultierende Genprodukt qualitativ 
oder quantitativ verändert sein. Grundsätzlich sollte man zwischen Funktionsverlust- und 
Funktionsgewinnmutationen unterscheiden, wobei letzteres ein selteneres Phänomen ist.  
Mutationen in nicht-kodierenden Abschnitten sind ebenfalls denkbar. So kann eine Mutation 
am 3`-Ende der m-RNA die Stabilität vermindern und eine Intronmutationen eine Spleißstelle 
inaktivieren oder eine kryptische Spleißstelle aktivieren. Gudd beschrieb abgeschwächt aus-
geprägte Phänotypen bei Caenorhabditis elegans, die durch einzelne Mutationen in 
Splicingvarianten eines LIM-Proteins verursacht wurden [61]. Wir haben uns in dieser Arbeit  
auf Mutationen in codierenden und eng benachbarten Abschnitten konzentriert. Hypothetisch 
als “Hotspot” für pathogene Mutationen wurden hierbei die funktionellen Domänen des 
LHX3-Proteins favorisiert, die im Kapitel 1.4 eingehend beschrieben worden sind.  
Die Ähnlichkeit zwischen LHX3 und LHX4 in Bezug auf Struktur und Expressionsverhalten 
könnte zu einem teilweisen funktionellen Ersatz eines defekten LHX3-Protein durch das 
LHX4-Protein führen. Ein vollständiger funktioneller Ersatz ist allerdings, wie an dem 
Phänotyp der KO-Maus sichtbar wird, nicht möglich. Es wurde ein Syndrom beschrieben, daß 
durch eine Intronmutation im LHX4-Gen verursacht wird, die zwei exonische kryptische 
Spleißstellen aktiviert und zur Synthese zweier Proteine führt, denen die gesamte HD fehlt. 
Der Phänotyp ist charakterisiert durch Kleinwuchs, Hypophysen- und 
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Kleinhirnabnormalitäten, sowie Veränderungen an der Schädelbasis und der Sella turcica 
[62]. 
Aus unseren Untersuchungen geht hervor, das LHX3-Mutationen sicher eine seltene Ursache 
für eine kombinierte Hypophysendefizienz darstellen. Keiner der achtzig untersuchten Patien- 
ten wies eine Sequenzveränderung im LHX3 Gen auf, die den kombinierten HVL-Ausfall 
verursacht. Zu diesem Ergebnis sind auch andere Untersuchungen zu LHX3-Mutationen an 
Patienten, die an einem kombinierten Hypophysenausfall leiden, gekommen [63], [64]. 
Die o.g. Ergebnisse der Leipziger Untersuchungen läßt sich möglicherweise auf die sehr 
große Fallzahl zurückführen, zeigt aber ebenfalls eine sehr niedrige Mutationsrate von 1,7%. 
Ein Widerspruch ergibt sich aus der Beobachtung, das CpG-reiche Abschnitte, wie sie sich im 
LHX3 Gen zahlreich sind, hohe spontane Mutationsraten aufweisen [65], [66], [67], [68]. 
Es sind für andere Transkriptionsfaktoren, die bereits sehr früh in der Embryonalentwicklung 
der Hypophyse nachweisbar sind, wie das Hesx1 und Ptx2 Mutationen nachgewiesen worden 
[69],[70]. Mutationen im Hesx1-Gen sind eine seltene Ursache für septooptische Dysplasien. 
Der hormonelle Phänotyp ist jedoch interessanterweise äußerst variabel, und reicht von 
isoliertem GH-Mangel bis zum Panhypopituitarismus. Analog zum Hesx1 Gen wäre eine 
solche Variabilität auch beim LHX3 Gen möglich. Mutationen im Ptx2 Gen äußern sich in 
Form des Rieger-Syndrom, bei dem es neben Defekten im Hypophysenvorderlappe zu 
Abnormalitäten an Augen und Zähnen kommt. Ein GH-Mangel ist nicht immer vorhanden. 
Die klinische Variation bei identischer Mutation läßt sich auch bei den hypophysären Tf Pit-1 
(68), (69) und Prop-1 [71] nachweisen. Die sehr früh exprimierten Tf in der Hypophyse 
scheinen in ihrem gesamtem Zusammenspiel erst im Ansatz verstanden zu sein. Eine große 
Rolle bei der Steuerung der Embryonalentwicklung der Hypophyse scheint die Bildung 
komplexer Multimere aus mehreren Tf zu spielen. Die Entdeckung neuer Mutationen in den 
Genen der hypophysären Tf, insbesondere auch im LHX3 Gen, kann helfen die komplexen 
Zusammenhänge weiter aufzudecken. 
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Wir haben in dieser Arbeit zeigen können, daß unser etabliertes Screeningverfahren mittels 
der SSCP-Analyse geeignet ist um Sequenzabweichungen/Mutationen im LHX3-Gen 
nachzuweisen. 
Unter den von uns untersuchten 80 Patienten wurde keine pathogene Mutation in den von uns 
untersuchten Sequenzabschnitten gefunden. Ein Polymorphismus im Kodon 36 (Exon2) trat 
bei 2 Patienten auf, was einer Frequenz von 1,25% entspricht. Ein ähnliches Ergebniss ergab 
sich bei den Untersuchungen von Sloop et al. im Jahre 2000. Das Patientengut setzte sich aus 
290 Patienten mit CPHD zusammen [64]. Bislang waren nur zwei Mutationen im humanen 
LHX3-Gen bekannt [25]. 
In nachfolgenden Untersuchungen an der Kinderklinik des Uniklinikums Leipzig wurden 
mehr als 200 Patienten untersucht. Es konnten drei bisher unbekannte Mutationen im LHX3-
Gen gefunden werden. Der hormonelle Phänotyp der betroffenen Patienten zeichnet sich 
durch ein Fehlen von GH, TSH, Prolaktin, der Gonadotropine LH und FSH. Klinisch zeigte 
sich ein schwerer postnataler Hypopituarismus. In zwei Fällen war eine Restsekretion des 
Kortisols nachweisbar. Der MRT Befund des Schädels zeigte in zwei Fällen eine 
hypoplastische, in den anderen beiden Fällen eine vergrößerte Hypophyse. Die Mutationen 
wurden nach einem rezessiven Muster vererbt.  
Nach der Diagnosestellung einer LHX3-Mutation mit klinischen Bild eines schweren 
Hypopituarismus sollte möglichst schnell eine Substitutionstherapie eingeleitet werden. Im 
Falle des Nachweises einer Hypophysenvergrößerung könnte diese der LHX3-Mutation 
zugeordnet werden So könnte dem betroffenen Patienten möglicherweise eine unnötige 
Operation erspart werden. Eine genetische Untersuchung und Beratung der Familie sollte sich 
anschließen.  
Im Langzeit follow-up der Patienten sollte die verbleibende Restsekretion der hypophysären 
Hormone bestimmt werden. Aus den interindividuellen Unterschieden und dem zeitlichen 
Verlauf können möglicherweise Erkenntnisse über die PathoGense der LHX3-Mutationen 
gewonnen werden. 
Die Ätiogenese der Hypophysenvergrößerung ist nicht geklärt. Ebenso wäre die Rolle des 
LHX3-Gens beim sog. Inzidentalom, d.h. ein nicht hormonaktiver Hypophysentumor, noch zu 
untersuchen wäre; eine somatische Mutation wäre theoretisch denkbar. Somit sollte das 
Expressionsmuster dieses, ontogenetisch frühen Tf Gegenstand weiterer Studien sein. 
 6.  Kurzer Überblick und Schlussfolgerungen 
 
56
Zu bedenken ist, daß Patienten mit einem angeborenen Hypopituarismus, bei denen keine 
Mutation in den kodierenden Abschnitten der bekannten Kandidatengene nachgewiesen 
wurde, möglicherweise Mutationen in den nicht kodierenden Abschnitten oder in nicht 
bekannten Genen liegen. Neue Kandidatengene würden zu besserem Verständniss der 
multiplen Interaktionsmöglichkeiten und Regulationsprozessen der hypophysären Tf 
beitragen.  
Bei der Suche nach LHX3-abhängig exprimierten Genen fanden Westphal et al. das Thg-1pit 
[72]. Die frühe Expression dieses Gens während der Embryogenese der Hypophyse, und die 
Tatsache, daß es bei LHX3-mutanten Mäusen nicht nachgewiesen werden kann, spricht für 
eine Regulation der Thg-1pit-Expression durch LHX3. Die Rolle, die es bei der 
Hypophysenentwicklung einnimmt, ist noch nicht geklärt. 
Das mit dem LHX3 eng verwandte LHX4-Gen ist ebenfalls ein weiteres Kandidatengen für 
den Hypopituarismus, hier wurde bereits eine humane Mutation beschrieben [62]. 
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8.  Anhang 
 
8.1. cDNA human/murin 
 
 
humane LHX3 cDNA 
 
murine LHX3 cDNA 
 
èAmino-Terminus(Exon1) 
1 atgctgctggaaacggggctcgagcgcgacxxxxxxxxxcgagcgaggcccggggccgcc  
|||||||| ||| | |  |||||  || ||         |  |     || || ||  |    
1 atgctgctagaagcagaactcgattgccaccgagagaggcccggtgcccctggagcttct  
 
         èLIM 1(Exon2) 
52 gccgtctgcaccttgggcgggactcgggagatcccgctgtgcgctggctgtgaccagcac  
||| |||| |||||  || ||||||  ||||||||| |||| || ||||||||||||||| 
61 gccctctgtaccttcagcaggactccagagatcccgatgtgtgcaggctgtgaccagcac 
 
                                                                       
112 atcctggaccgcttcatcctcaaggctctggaccgccactggcacagcaagtgtctcaag  
||| ||||||| |||||||| |||||||||||||| || ||||||||||||||||||||| 
121 atcttggaccgtttcatccttaaggctctggaccgacattggcacagcaagtgtctcaag  
 
                                                                        
172 tgcagcgactgccacacgccactggccgagcgctgcttcagccgaggggagagcgtttac  
||||| |||||||||   || ||||||||||||||||||||||   |||||||||| |||  
181 tgcagtgactgccacgtccctctggctgagcgctgcttcagccgccgggagagcgtctac  
 
                               è LIM2(Exon3)                                        
232 tgcaaggacgactttttcaagcgcttcgggaccaagtgcgccgcgtgccagctgggcatc  
||||| |||||||| || |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 
241 tgcaaagacgacttctttaagcgcttcgggaccaagtgcgccgcatgccagctgggcatc  
 
                                                                        
292 ccgcccacgcaggtggtgcgccgcgcccaggacttcgtgtaccacctgcactgctttgcc  
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| ||| 
301 ccgcccacgcaggtggtgcgccgcgcccaggacttcgtgtaccacctgcattgcttcgcc  
 
                                           alternatives Startkodon                  
352 tgcgtcgtgtgcaagcggcagctggccacgggcgacgagttctacctcatggaggacagc  
||||| || |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
361 tgcgtggtctgcaagcggcagctggccacgggcgacgagttctacctcatggaagacagc  
 
                                                    èHD(Exon4)                   
412 cggctcgtgtgcaaggcggactacgaaaccgccaagcagcgagaggccgaggccacggcc  
||||| ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||| ||||||||||| ||| 
421 cggctggtgtgcaaggcggactacgaaacagccaagcagcgagaagccgaggccacagcc  
 
                                                                        
472 aagcggccgcgcacgaccatcaccgccaagcagctggagacgctgaagagcgcttacaac  
|||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||| 
481 aagcggccgcgcaccaccatcaccgccaagcagctggagacgctgaagagcgcctacaac  
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532 acctcgcccaagccggcgcgccacgtgcgcgagcagctctcgtccgagacgggcctggac  
|| |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||| ||||||||| 
541 acttcgcccaagccggcgcgccacgtgcgcgagcagctctcctccgagaccggcctggac  
 
                           èHD(Exon5)                                            
592 atgcgcgtggtgcaggtttggttccagaaccgccgggccaaggagaagaggctgaagaag  
||||| ||||||||||| ||||||||||| |||||||| ||||| ||||| |||||||| 
601 atgcgagtggtgcaggtgtggttccagaatcgccgggctaaggaaaagagactgaagaaa  
 
                                                                        
652 gacgccggccggcagcgctgggggcagtatttccgcaacatgaagcgctcccgcggcggc  
||||| ||||||||||||||||| |||||||||||||| |||||||||||||||||| | 
661 gacgctggccggcagcgctggggacagtatttccgcaatatgaagcgctcccgcggcagt  
 
                                                                   
712 tccaagtcggacaaggacagcgttcaggaggggcaggacagcgacgctgaggtctccttc  
|||||||| |||||||||||| | |||||||| || ||||||||||| || ||||||||| 
721 tccaagtccgacaaggacagcatccaggagggacaagacagcgacgccgaagtctccttc  
 
              èExon6                                                          
772 cccgatgagccttccttggcggaaatgggcccggccaatggcctctacgggagcttgggg  
| |||||||| ||| |||| || ||||| || ||| |||||||| ||  | ||| |||| 
781 actgatgagccgtccatggctgacatggggcctgctaatggcctgtacagcagcctggga  
 
                                                                        
832 gaacccacccaggccttgggccggccctcgggagccctgggcaacttctccctggagcat  
|| ||  |||  || ||||||||||||   |||| |||||||| |||  ||||||| || 
841 gagcctgcccctgcgttgggccggcccgtaggaggcctgggcagctttaccctggatcac  
 
                                                                        
892 ggaggcctggcaggcccagagcagtaccgagagctgcgtcccggcagcccctacggtgtc  
|||||| || | || |||||||||||||||||||| || || ||||||||||| ||  || 
901 ggaggcttgacgggtccagagcagtaccgagagctacgcccaggcagcccctatggcatc 
 
 
952 cccccatcccccgccgccccgcagagcctccctggcccccagcccctcctctccagcctg  
|||||||| || || ||||| |||||||| |||||||||||||| ||||||||||||||| 
961 cccccatctcctgcagccccccagagccttcctggcccccagcctctcctctccagcctg 
 
 
1012 gtgtacccagacaccagcttgggccttgtgccctcgggagcccccggcgggcccccaccc 
|| ||||||||||||| |||| ||||||| || || ||  |||| || || ||||||||| 
1021 gtatacccagacaccaacttgagccttgtcccttcagggcccccaggtggacccccaccc 
 
 
1072 atgagggtgctggcagggaacggacccagttctgacctatccacggggagcagcgggggt 
|||||||||||||| || || || ||||| || ||||| ||||| | ||||||    || 
1081 atgagggtgctggctggaaatgggcccagctccgacctgtccacagagagcagttctggc 
 
 
1132 taccccgacttccctgccagccccgcctcctggctggatgaggtagaccacgctcagttc 
||||| ||||| ||||| ||||| || |||||||||||||| |||||||| ||||||||| 
1141 tacccagactttcctgctagccctgcttcctggctggatgaagtagaccatgctcagttc 
 
1192 tga 
||| 
1201 tga 
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     Homologie gesamt:   1035/1191=87% 
 NH2-Terminus:  50/75    =67% 
     LIM1: 149/169  =88% 
     LIM2: 158/165  =96% 
     HD  : 181/195  =93% 
 
8.2. genomische humane Sequenz 
 
TTTCCAGAAACCCTTGTGGAGGGCAGTGTTGGCTGCAGGTTTCATCATATTGCAGTTTGA 
AAAGGTCTTTGGGAACACCTCCCGTCACAACCGACGTCCAAAGTAGTATAACGTCAAACT 
                                                             
GGTCACCACTATTTGGGGAACAAGCTTGCGTCCTGCTGAGGGGCAGGATTTTCAGCAGAG 
CCAGTGGTGATAAACCCCTTGTTCGAACGCAGGACGACTCCCCGTCCTAAAAGTCGTCTC 
                                                             
CGTCGGTGGGGCTGGGCCGTCGTGGAGGTGGCCCCAGGAGTCATATGGCCATACTCAGAC 
GCAGCCACCCCGACCCGGCAGCACCTCCACCGGGGTCCTCAGTATACCGGTATGAGTCTG 
                                                             
ACACCTTGTGTGGCCTGCTCAGAGCTGGATGCCACCTTTAGGCAATGTTTAGAGTCTATT 
TGTGGAACACACCGGACGAGTCTCGACCTACGGTGGAAATCCGTTACAAATCTCAGATAA 
                                                             
TTCTAAAGTTTTAAGTATTTTAAGAGGTATTGAGACTAATGAATATAATAGTTCAGTAAT 
AAGATTTCAAAATTCATAAAATTCTCCATAACTCTGATTACTTATATTATCAAGTCATTA 
                                                             
TTAAATGCTTATTTATTTTCAGTGGAAGGATTTTTATTAAAAAGAAGCTAATTGACATGG 
AATTTACGAATAAATAAAAGTCACCTTCCTAAAAATAATTTTTCTTCGATTAACTGTACC 
                                                             
AAATGTCAGTGAAATTTCTTACCTGCAAGGAAAGTGAACATTTTGTATTTAAGTAAACTA 
TTTACAGTCACTTTAAAGAATGGACGTTCCTTTCACTTGTAAAACATAAATTCATTTGAT 
                                                             
TAATGTGCACATTTTAATAAAGAAATCTGACATTTGAAAAAATGGTGATTCTTTTGAAAT 
ATTACACGTGTAAAATTATTTCTTTAGACTGTAAACTTTTTTACCACTAAGAAAACTTTA 
                                                             
GTGAACCAGCTCTACCAGTGGGAGTTGTGGTAGAGGCGGTGGGTGCAGAATGGACCCCTC 
CACTTGGTCGAGATGGTCACCCTCAACACCATCTCCGCCACCCACGTCTTACCTGGGGAG 
                                                             
TTTTGTTCACGTACTGGACATCTGAAATCCTAGAGTTTCTCCTATCGAATCATTGGCTTT 
AAAACAAGTGCATGACCTGTAGACTTTAGGATCTCAAAGAGGATAGCTTAGTAACCGAAA 
                                                             
TGGGACACAGCCCAAGGGTCGGATGGAAAGTAGAAGATGGAAAGCAGTGATAGATCATCT 
ACCCTGTGTCGGGTTCCCAGCCTACCTTTCATCTTCTACCTTTCGTCACTATCTAGTAGA 
                                                             
CCCTGGAGCTGATCTGGACGAGACTCACAGGACAAGACCCTTGATTTTACACAGGTTAAA 
GGGACCTCGACTAGACCTGCTCTGAGTGTCCTGTTCTGGGAACTAAAATGTGTCCAATTT 
                                                             
GGGCAGCTGAGATGCATGTCAGCTACACACTTCAAAGAGCACGCGCGGCAGCCCAGCCTG 
CCCGTCGACTCTACGTACAGTCGATGTGTGAAGTTTCTCGTGCGCGCCGTCGGGTCGGAC 
                                                             
AGGGCACCTCAGAGGACCCCCAGCTTGCTTGAGTGGCCATCCCTCTGCTTCCTGGGTGTG 
TCCCGTGGAGTCTCCTGGGGGTCGAACGAACTCACCGGTAGGGAGACGAAGGACCCACAC 
                                                             
AGTGTCCTGCTAAGGCTGTTTGTGGTGTTCTGTGGGGTGCCCTTGACCCCGTGTTGTCTT 
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TCACAGGACGATTCCGACAAACACCACAAGACACCCCACGGGAACTGGGGCACAACAGAA 
                                                             
CTGCCCCTCCCCTACTTTTGCTGTGCCAGTGGGGGCAGGGCAGTGGTCAACAGTCTTGCC 
GACGGGGAGGGGATGAAAACGACACGGTCACCCCCGTCCCGTCACCAGTTGTCAGAACGG 
                                                             
 
TGTGGCTGTGGAGGAAGCCGGTTGGCACCTCCCTGGCCAGGCTGTGCAGAGGCTGGCAGT 
ACACCGACACCTCCTTCGGCCAACCGTGGAGGGACCGGTCCGACACGTCTCCGACCGTCA 
                                                             
AACTCAGTCACTCGTCAGGCACCGAGCAGACACCAGCCTGGGTGTGTACTGGGCGATTCC 
TTGAGTCAGTGAGCAGTCCGTGGCTCGTCTGTGGTCGGACCCACACATGACCCGCTAAGG 
                                                             
TTCAGGCCCTGCCTATGCCCAAGGTCTTGAGTCCTCAGCAGTGCTTTTGTTACAGGGGAC 
AAGTCCGGGACGGATACGGGTTCCAGAACTCAGGAGTCGTCACGAAAACAATGTCCCCTG 
                                                             
TGCAGGTGCCTCTCCTCCTGGCAGCCCGGAGGGGTGCGGGCTGAGCTCCTCCCAGAAGTT 
ACGTCCACGGAGAGGAGGACCGTCGGGCCTCCCCACGCCCGACTCGAGGAGGGTCTTCAA 
                                                             
GGGGGTTGAGTTCAAGGAGGTTAAGAGTGGAAAGTTCCCTGACCAGCAAAACACCTGCAG 
CCCCCAACTCAAGTTCCTCCAATTCTCACCTTTCAAGGGACTGGTCGTTTTGTGGACGTC 
                                                             
GAGAGTGCCCCAGTGAGCCCTGGGCTGGAGTTGATCACGCATGGGGCTGCCCCGGGGCAC 
CTCTCACGGGGTCACTCGGGACCCGACCTCAACTAGTGCGTACCCCGACGGGGCCCCGTG 
                                                             
GGCCTGGGCACTGCCTTCCAGAGGCTGCACGCCAGAAGGGTAGGGTCAGTGTCCTCCTGC 
CCGGACCCGTGACGGAAGGTCTCCGACGTGCGGTCTTCCCATCCCAGTCACAGGAGGACG 
                                                             
CCTGCGGCTGGACGACCCGCTTGCTGCGAAACTCGGCGAATCCCAGCGCCTCAGCAGGGC 
GGACGCCGACCTGCTGGGCGAACGACGCTTTGAGCCGCTTAGGGTCGCGGAGTCGTCCCG 
                                                             
CTGGAGCTTAGGGAGGAGCGGGCACGGCCACCCTGGGTCTCAGAGGGGTGAGGGCGGGGG 
GACCTCGAATCCCTCCTCGCCCGTGCCGGTGGGACCCAGAGTCTCCCCACTCCCGCCCCC 
                                                             
CTGCCTTGAGTGCGGCCCAACCCAGCCAGGGAGGGAGGCGCGCCCGACACGGGGCAGAGG 
GACGGAACTCACGCCGGGTTGGGTCGGTCCCTCCCTCCGCGCGGGCTGTGCCCCGTCTCC 
                Sp-1 binding sites         -175        -163     
CGGGGGTGGGGACCGGGGCGACGAGAGGGGCCCCGGGAGGTGGGCGGGCGCGCGGGCGGG 
GCCCCCACCCCTGGCCCCGCTGCTCTCCCCGGGGCCCTCCACCCGCCCGCGCGCCCGCCC 
 
GCGGGCAGCGGGCGCCTCCTTCAGCACCGCGGACAGCGCCAGGCCCAGTGGCTCCCGGGC 
CGCCCGTCGCCCGCGGAGGAAGTCGTGGCGCCTGTCGCGGTCCGGGTCACCGAGGGCCCG 
                                            LHX3 X1F                 
TCCCTGCCCCGCACGACGCGGCGGGACTTGGGAGCCCCGAACCCTCCAGGGGACGCTGAC 
AGGGACGGGGCGTGCTGCGCCGCCCTGAACCCTCGGGGCTTGGGAGGTCCCCTGCGACTG 
                                     Exon1a                        
CTAGGAGGAGCGCGTCTCGCGCCACTCGGCCTGGTGGCCGCGATGCTGCTGGAAACGGGG 
GATCCTCCTCGCGCAGAGCGCGGTGAGCCGGACCACCGGCGCTACGACGACCTTTGCCCC 
                                                             
CTCGAGCGCGACCGAGCGAGGCCCGGGGCCGCCGCCGTCTGCACCTTGGGCGGGACTCGG 
GAGCTCGCGCTGGCTCGCTCCGGGCCCCGGCGGCGGCAGACGTGGAACCCGCCCTGAGCC 
                                                             
GGTAAGCCCCAGCAGGACACTGAGGACAGAAACGGCAAGGGCGGCAGAGGCGCGAGGAAG 
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CCATTCGGGGTCGTCCTGTGACTCCTGTCTTTGCCGTTCCCGCCGTCTCCGCGCTCCTTC 
                       LHX3 X1R                                      
GGGGTGCGTGCAGGGCCAGCGGCCAGGCAAAGAAAGTCCCGCCGCTCTGCAGGCGGGACA 
CCCCACGCACGTCCCGGTCGCCGGTCCGTTTCTTTCAGGGCGGCGAGACGTCCGCCCTGT 
                                                             
 
CAGAGATGGAAACTGCAGAGAGTGAGTTTCCAGATCCCAGGGTGGCGGGGAGGGCCTGAC 
GTCTCTACCTTTGACGTCTCTCACTCAAAGGTCTAGGGTCCCACCGCCCCTCCCGGACTG 
                                                             
GCTGGCCTGCAAGAGTGCGGGACAGCGGTTGGAGTGGAGGCCCCTAGAAAAAAAGGGGGC 
CGACCGGACGTTCTCACGCCCTGTCGCCAACCTCACCTCCGGGGATCTTTTTTTCCCCCG 
                                                             
ATCGCAGGCACAGCTGGGGGGCGATGGGGCCGACCAAGGGGTGCTAGGTTCCCCCGGTGA 
TAGCGTCCGTGTCGACCCCCCGCTACCCCGGCTGGTTCCCCACGATCCAAGGGGGCCACT 
                                                             
CCAGTGCCCGTCAGCTCTTGCACACAGCCCGGCCCAGGTCTCTGGACCCCACAGCAGGGG 
GGTCACGGGCAGTCGAGAACGTGTGTCGGGCCGGGTCCAGAGACCTGGGGTGTCGTCCCC 
                                                             
ACCCAAGCCTGTGTCTCCCGCCTGAACCACCCTCCCCAAGGGCCATTCCATCACCACGGA 
TGGGTTCGGACACAGAGGGCGGACTTGGTGGGAGGGGTTCCCGGTAAGGTAGTGGTGCCT 
 
CGCTGGGAAATAATGGAGGCATTGTTGGAGGGCTGGCCAGATGCCAGCAGGGTGGGCCGC 
GCGACCCTTTATTACCTCCGTAACAACCTCCCGACCGGTCTACGGTCGTCCCACCCGGCG 
                                                             
CTCCTTAACCTGCCGCCGCCCCTTCCCCAGTCCTGCCACACACGACCCCTGATCGCTTCG 
GAGGAATTGGACGGCGGCGGGGAAGGGGTCAGGACGGTGTGTGCTGGGGACTAGCGAAGC 
                                                             
GCAGCAGCTGACACTCAGCCACCTGCACCCAGCACAGCCCGCACACACTCGGCTTTGCAC 
CGTCGTCGACTGTGAGTCGGTGGACGTGGGTCGTGTCGGGCGTGTGTGAGCCGAAACGTG 
                                                             
CCGCGTGTCCTTGCCCTGGCCCTTCTTGGGTAACAAGTGCTGTGCAAAGTGAAGGGGCAG 
GGCGCACAGGAACGGGACCGGGAAGAACCCATTGTTCACGACACGTTTCACTTCCCCGTC 
                                                             
AAAGCTGGCTGCATGGGCCACTGCTCAAAACGGACACATCGGACCTGCTGGGAGCTAGGA 
TTTCGACCGACGTACCCGGTGACGAGTTTTGCCTGTGTAGCCTGGACGACCCTCGATCCT 
                                                             
GGGAGGGACTGTGGTTTCTTGTGCCCATCCTTCTGGGCCTGGGCCCTTAAAGCTCACAGT 
CCCTCCCTGACACCAAAGAACACGGGTAGGAAGACCCGGACCCGGGAATTTCGAGTGTCA 
                                                             
CCAGAAGCCATAGGCAGAGTGGACAGAGTATTGCTGTGAGACCCACAGGGAGAGGGACCT 
GGTCTTCGGTATCCGTCTCACCTGTCTCATAACGACACTCTGGGTGTCCCTCTCCCTGGA 
                                                             
GCAGGATGGCATCAGCCCCTGGTCCCCCAACCCTTCCTGTGTGTTTCTGCGCACTGCCAG 
CGTCCTACCGTAGTCGGGGACCAGGGGGTTGGGAAGGACACACAAAGACGCGTGACGGTC 
                                                             
GGCACCCCTGCCTTTGCCAAGTCCTGTGCTGCCGAGGGCCACCCACTGCTGTGTTCTTCC 
CCGTGGGGACGGAAACGGTTCAGGACACGACGGCTCCCGGTGGGTGACGACACAAGAAGG 
                                                             
CCGGGTGGCTGCCCAGGGCTGGTGCTGGCCCAGGGCCCTCTGGGCAGGGGTGGGTGCGTC 
GGCCCACCGACGGGTCCCGACCACGACCGGGTCCCGGGAGACCCGTCCCCACCCACGCAG 
                                                             
CCTCTGCCTGCAAGGACAGGTGGGTTCTGGAGAGCTCACCTGTGTGGACTGGGGCAAGAG 
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GGAGACGGACGTTCCTGTCCACCCAAGACCTCTCGAGTGGACACACCTGACCCCGTTCTC 
                                                             
GCTGAAATATCAGGTAAGGGACCGTGTTCCAATGGAGCCGGAGTGCTGGGGGCTGGAAAT 
CGACTTTATAGTCCATTCCCTGGCACAAGGTTACCTCGGCCTCACGACCCCCGACCTTTA 
                                                             
 
GGAAGGTGTGCCCTGGGGCTTCCCCAGCTCGGCCCCTCACGACCCGAGGTCTTGGCTGCG 
CCTTCCACACGGGACCCCGAAGGGGTCGAGCCGGGGAGTGCTGGGCTCCAGAACCGACGC 
                                                             
TGTCCAGGACACAGAGCCTGTTCTCTCTCAAGGATTGCCCTTCCTCCCTGAGCCGTCCGG 
ACAGGTCCTGTGTCTCGGACAAGAGAGAGTTCCTAACGGGAAGGAGGGACTCGGCAGGCC 
                                                             
GGCCGCAGTTCCAGGGGTGGAGCCCAGAAGCCTGTTAGCATCTGGGATCGGTCCGGCACC 
CCGGCGTCAAGGTCCCCACCTCGGGTCTTCGGACAATCGTAGACCCTAGCCAGGCCGTGG 
                                                             
TTGCGGTTCCGGTACGCAGCCCTCGGCGCCACACTCACCCCTTCTGCGTTTCGGGTTGAG 
AACGCCAAGGCCATGCGTCGGGAGCCGCGGTGTGAGTGGGGAAGACGCAAAGCCCAACTC 
                                                             
CTCCCGCCGACCATCTGCTGCTCCCGAGGCCAAACCTCAGCGGCGGGAGGACCCTGCTGC 
GAGGGCGGCTGGTAGACGACGAGGGCTCCGGTTTGGAGTCGCCGCCCTCCTGGGACGACG 
                                                             
CTTCTCGACCCCTCTCCCGGGAACCTTAGCCCTCCTGGCGTGTGCTCCAGCTCAGGCCTC 
GAAGAGCTGGGGAGAGGGCCCTTGGAATCGGGAGGACCGCACACGAGGTCGAGTCCGGAG 
  
 
TGCCTCTGGGCCGCTCCGGCGCAGGAAGCTGCGGGGCCGGGACGAACGCTGGCGGGAAGC 
ACGGAGACCCGGCGAGGCCGCGTCCTTCGACGCCCCGGCCCTGCTTGCGACCGCCCTTCG 
                                                             
CCTGACCTGGGCCCTCCCTTACCGGTGCCCGCCCTCGGGCCGGGCACGCGGGGCGGCCTC 
GGACTGGACCCGGGAGGGAATGGCCACGGGCGGGAGCCCGGCCCGTGCGCCCCGCCGGAG 
                                                             
TGGGCACCGCAGGTCCCGGCGCAAAGGCGCTCAGAGTCCGCAGTGGCCCGGGCTGGTCTC 
ACCCGTGGCGTCCAGGGCCGCGTTTCCGCGAGTCTCAGGCGTCACCGGGCCCGACCAGAG 
SP-1 binding sites  -195          -175            -159            
CGCGACCCCCGGCCCCGCCCCGCCCCGCGGCCCCGCCCCCCGGCCGCTCCGCCCTCCGCT 
GCGCTGGGGGCCGGGGCGGGGCGGGGCGCCGGGGCGGGGGGCCGGCGAGGCGGGAGGCGA 
                                                             
CGGCCAGAGGCTCCGGGCCCCAGGGCGGCCCGCGGGCGCAGCGCCCAGCAGCACCCGGAG 
GCCGGTCTCCGAGGCCCGGGGTCCCGCCGGGCGCCCGCGTCGCGGGTCGTCGTGGGCCTC 
                                                             
TCGCTTGGACGCCGGTTCGGGGCTATTGCGGGGTGGCGTCGCTGGGCCCGGGAAAGTTCG 
AGCGAACCTGCGGCCAAGCCCCGATAACGCCCCACCGCAGCGACCCGGGCCCTTTCAAGC 
  X1bF                                                          
GGACTGGAGAGTGGCGACGCCGGGCGGCGGGACCCATGGAGGCGCGCGGGGAGCTGGGCC 
CCTGACCTCTCACCGCTGCGGCCCGCCGCCCTGGGTACCTCCGCGCGCCCCTCGACCCGG 
                                          Exon1b                   
CGGCCCGGGAGTCGGCGGGAGGCGACCTGCTGCTAGCACTGCTGGCGCGGAGGGCGGACC 
GCCGGGCCCTCAGCCGCCCTCCGCTGGACGACGATCGTGACGACCGCGCCTCCCGCCTGG 
                                                             
TGCGCCGAGGTGGGTGCCCGGGCCGAGTGGCTGCACCGGGGAGACCAGGAGATCCTCAGG 
ACGCGGCTCCACCCACGGGCCCGGCTCACCGACGTGGCCCCTCTGGTCCTCTAGGAGTCC 
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CCTTTCCGGGCCTGGCCGCGGAGGCTGGCAGGAGCTAGAGGATCTGGGCGGGAGTGGGCG 
GGAAAGGCCCGGACCGGCGCCTCCGACCGTCCTCGATCTCCTAGACCCGCCCTCACCCGC 
                                X1bR                            
CGAGGACCCCGGAACGTCCGCGCCTGGGCGCCTCAGCCTGTATTTGTTGCAGGGCCCCTG 
GCTCCTGGGGCCTTGCAGGCGCGGACCCGCGGAGTCGGACATAAACAACGTCCCGGGGAC 
                                                             
GCCTGGGTTGTCAGGGAGTGAGTGAGGTTGTGGCACTGCGCTGCTCCGGCCAGGGAGCTC 
CGGACCCAACAGTCCCTCACTCACTCCAACACCGTGACGCGACGAGGCCGGTCCCTCGAG 
                                                             
TCGGGGGTCCAGGGTGGGCTTAGGAGACCTCTGCAGCCCGGAGCCAGCTCCCTGGGCTGG 
AGCCCCCAGGTCCCACCCGAATCCTCTGGAGACGTCGGGCCTCGGTCGAGGGACCCGACC 
                                                             
AGGAGGCGCAGGGAGCAGTGGCGGGGCAGTGACCACGGGACAGGAGGGTCCCCAAGAAGG 
TCCTCCGCGTCCCTCGTCACCGCCCCGTCACTGGTGCCCTGTCCTCCCAGGGGTTCTTCC 
                                                             
CCGCCCCAGCCGGACTCTTTCCACGTTCCAGCGGAACAGAGTCAGATGCAGGGGCCAAGG 
GGCGGGGTCGGCCTGAGAAAGGTGCAAGGTCGCCTTGTCTCAGTCTACGTCCCCGGTTCC 
                                                             
TCGAGCTGAACTCCGACCGTCGGTCTCCCCGAAGTCAGGTTTCAGCGTCTGCGCCCACAG 
AGCTCGACTTGAGGCTGGCAGCCAGAGGGGCTTCAGTCCAAAGTCGCAGACGCGGGTGTC 
                                                             
ACACCCGCTCGGTTTATCCCCGCTCAGGGCCCGTCTGTAGGAAAAAGCCTCTCTTCTCCA 
TGTGGGCGAGCCAAATAGGGGCGAGTCCCGGGCAGACATCCTTTTTCGGAGAGAAGAGGT 
                                                             
GGCCCCCCAGCTTCCTGGTGGCACCACTCTAGCTCCCAGCACTTTGGTTCTTAGGGAACC 
CCGGGGGGTCGAAGGACCACCGTGGTGAGATCGAGGGTCGTGAAACCAAGAATCCCTTGG 
                                                             
TGGGCAGTTCTCCTCGACTCCCGGGCCAGCTGGAGCCGCAGGATGGGGAAGGAGGCCCCG 
ACCCGTCAAGAGGAGCTGAGGGCCCGGTCGACCTCGGCGTCCTACCCCTTCCTCCGGGGC 
                                                             
GAGCCAGTGGGGAGTGAGAGGGACCGGCCGGCGGGAAGGGGGTTACATCCAGGCTGTGGG 
CTCGGTCACCCCTCACTCTCCCTGGCCGGCCGCCCTTCCCCCAATGTAGGTCCGACACCC 
 
GGCTCGCGGTTCCCTACTTATTTATTTATTTTTCGACGGTTCCTGGGAGGGGTTGGCCGC 
CCGAGCGCCAAGGGATGAATAAATAAATAAAAAGCTGCCAAGGACCCTCCCCAACCGGCG 
                                                             
GGGGGCTGGGGGGCGGAGAGAGGGAGGGAGGAAGGAGGACTGCGCGCCCGCGCTCGGGAG 
CCCCCGACCCCCCGCCTCTCTCCCTCCCTCCTTCCTCCTGACGCGCGGGCGCGAGCCCTC 
                                                             
AGCTGGCCGGAGCGGGCGGGCTGGCGTCCAGGCTCCGCCGACCCCGCCATCCCTGACACA 
TCGACCGGCCTCGCCCGCCCGACCGCAGGTCCGAGGCGGCTGGGGCGGTAGGGACTGTGT 
                                                             
GGAGCCCCCGCCAGGGCTGGAGTCGCCATGCAGCGTAAGGCTGGGGTCGCGGGCGCGGCG 
CCTCGGGGGCGGTCCCGACCTCAGCGGTACGTCGCATTCCGACCCCAGCGCCCGCGCCGC 
                                                             
CGGGGTGGGCTGGGGCGGCTTTTGCCCGACGCGGGCGCCGGCGGCGAGCTGCGGCCGAGG 
GCCCCACCCGACCCCGCCGAAAACGGGCTGCGCCCGCGGCCGCCGCTCGACGCCGGCTCC 
                                                             
CGCTGTCCGGTCCGCGGTGCTGAATCCGCGCTGTGTCGGCCTGTCGGGCCGCCCCGCTCC 
GCGACAGGCCAGGCGCCACGACTTAGGCGCGACACAGCCGGACAGCCCGGCGGGGCGAGG 
                                                             
GAGCCGGGTCCTCGCCTGCGATCGCTGCCCACGATGGGGACCCCGGGCGCGCAGCGGGTC 
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CTCGGCCCAGGAGCGGACGCTAGCGACGGGTGCTACCCCTGGGGCCCGCGCGTCGCCCAG 
                                                             
CTCGACGCTCCGCACCCGGAGCTGCGGTTTTGCCGGATGCGGGGCGCATTCATCGCCGGT 
GAGCTGCGAGGCGTGGGCCTCGACGCCAAAACGGCCTACGCCCCGCGTAAGTAGCGGCCA 
                                                             
 
TTCCCGCCACTGCGTGGGGAGGCGCAGCCCAGTTTTTTCCGCCGGAGGTCGAGGGAGCCC 
AAGGGCGGTGACGCACCCCTCCGCGTCGGGTCAAAAAAGGCGGCCTCCAGCTCCCTCGGG 
                                                             
CTTCCTGGTGTCTCTCACCCACTGGGAGATGGGCTGGAGCCGGCGGGGTCCACAGCCAGG 
GAAGGACCACAGAGAGTGGGTGACCCTCTACCCGACCTCGGCCGCCCCAGGTGTCGGTCC 
                                                             
GAGGCGGGTGCAATATGTCAGTAAATCCCGGTCCCTTCAGCGGGCACTCCTCTCTTCCAG 
CTCCGCCCACGTTATACAGTCATTTAGGGCCAGGGAAGTCGCCCGTGAGGAGAGAAGGTC 
                                                             
AGACTTTTTCTAAGTGAAGAGGGAGTCCTCAGCCCTTGACACCTGGAAAACCCGCTCACA 
TCTGAAAAAGATTCACTTCTCCCTCAGGAGTCGGGAACTGTGGACCTTTTGGGCGAGTGT 
                                                             
GACTCGAGGCTCCCACAGGGCACCCTTGGACCTCCCCAGTGTGGTTCCTCCAGGGGGCCT 
CTGAGCTCCGAGGGTGTCCCGTGGGAACCTGGAGGGGTCACACCAAGGAGGTCCCCCGGA 
                                                             
GCAGTACCGAAGTGGGGTGTGGGGGGCAGAAGCAGCGGGAAGCCAGACGTTTGAGTAACT 
CGTCATGGCTTCACCCCACACCCCCCGTCTTCGTCGCCCTTCGGTCTGCAAACTCATTGA 
                                                             
CTGACGGTGTTGGGGGCACCCACGCCTGACACAAAGGCAGTGGATCGGCTTGTCCAGTCC 
GACTGCCACAACCCCCGTGGGTGCGGACTGTGTTTCCGTCACCTAGCCGAACAGGTCAGG 
                                                             
ACTCATAAGTAATTTTGCGGCTGCCCAATGATGGGGAAGGCATTGATATTTACCCCGGAG 
TGAGTATTCATTAAAACGCCGACGGGTTACTACCCCTTCCGTAACTATAAATGGGGCCTC 
                                                             
GCCTGCAGACAGGGCCACCAGGCAGGGCAGCCACATTTGCGAGGAGTCCCTAGAAAGAGT 
CGGACGTCTGTCCCGGTGGTCCGTCCCGTCGGTGTAAACGCTCCTCAGGGATCTTTCTCA 
                                                             
GGCCATGACGCTTAACATGAAGGAGACCCGATGGGGTGCCCCAGCTCCAGGTGATGGTGA 
CCGGTACTGCGAATTGTACTTCCTCTGGGCTACCCCACGGGGTCGAGGTCCACTACCACT 
                                                             
AGACCCGTTTCCCTATGTTTCCTGCCGGGCTTCAGAGAGCAGATCCCCCTGGGGTGGGGT 
TCTGGGCAAAGGGATACAAAGGACGGCCCGAAGTCTCTCGTCTAGGGGGACCCCACCCCA 
                                                             
TTTCATTTGAGCTCCACATGCACCCTTCTTGGCACTGGCAACATTTTGTAATTGAGTATT 
AAAGTAAACTCGAGGTGTACGTGGGAAGAACCGTGACCGTTGTAAAACATTAACTCATAA 
                                                             
CAGCCTCGTGAAATGGCCTGGGCTGCTTTCTTGCTCACACACATTTTTAGACCGATGTCA 
GTCGGAGCACTTTACCGGACCCGACGAAAGAACGAGTGTGTGTAAAAATCTGGCTACAGT 
                                                             
GTTTCCCCTTAGCTCCTGACATAGGATGCGGTGCCTGCACACTCCCGGAACTTGCGGGGC 
CAAAGGGGAATCGAGGACTGTATCCTACGCCACGGACGTGTGAGGGCCTTGAACGCCCCG 
 
CACTTAAGCTGGCTGGGGAAGAGGGTGTGTAGGGAAAGGAGGACCCCTCGGCAGCCCTGA 
GTGAATTCGACCGACCCCTTCTCCCACACATCCCTTTCCTCCTGGGGAGCCGTCGGGACT 
                                                    LHX3 X2F         
GTCCTGTGGGCCGGAGGGGAGACTGGCTCGCGTTGGGGTGGGAAGGTGGCTTCACTGCCT 
 8.  Anhang 
 
70
CAGGACACCCGGCCTCCCCTCTGACCGAGCGCAACCCCACCCTTCCACCGAAGTGACGGA 
                                                             
CCTGGTCTACGAGGTGACCCAGAACTTCCTCGTGCCCACAGAGATCCCGCTGTGCGCTGG 
GGACCAGATGCTCCACTGGGTCTTGAAGGAGCACGGGTGTCTCTAGGGCGACACGCGACC 
                                                
              
CTGTGACCAGCACATCCTGGACCGCTTCATCCTCAAGGCTCTGGACCGCCACTGGCACAG 
GACACTGGTCGTGTAGGACCTGGCGAAGTAGGAGTTCCGAGACCTGGCGGTGACCGTGTC 
                    Exon2                                         
CAAGTGTCTCAAGTGCAGCGACTGCCACACGCCACTGGCCGAGCGCTGCTTCAGCCGAGG 
GTTCACAGAGTTCACGTCGCTGACGGTGTGCGGTGACCGGCTCGCGACGAAGTCGGCTCC 
                                                             
GGAGAGCGTTTACTGCAAGGACGACTTTTTCAAGTGAGCCCCGAAACCTCACCTCAGTGT 
CCTCTCGCAAATGACGTTCCTGCTGAAAAAGTTCACTCGGGGCTTTGGAGTGGAGTCACA 
                                                  LHX3 X2R           
GGGAGCGGAGGGCACGCCTGCCCCAGGGACTCCTCCCCTCACAATCACCAAGGCCAGGCC 
CCCTCGCCTCCCGTGCGGACGGGGTCCCTGAGGAGGGGAGTGTTAGTGGTTCCGGTCCGG 
                                                             
CTCGAAGCCTGCGTCTCTCGCAATCCCAGCCCACTCCTGTCACCCAGGCAGGGCACCCTG 
GAGCTTCGGACGCAGAGAGCGTTAGGGTCGGGTGAGGACAGTGGGTCCGTCCCGTGGGAC 
                                                             
TGGCCTGGCCAAATTAAGGGTGGGGCCTCTCCATGGGTGCTCCCTGGGTGGCTGGGCCTG 
ACCGGACCGGTTTAATTCCCACCCCGGAGAGGTACCCACGAGGGACCCACCGACCCGGAC 
                                                             
GCTGGGACATCAGCAAGTATTATTTGGAAAAAAAAGCAATTTATTACCTAAATCACAGAA 
CGACCCTGTAGTCGTTCATAATAAACCTTTTTTTTCGTTAAATAATGGATTTAGTGTCTT 
                                                             
GCAGTCATTAGAGAAGATACACCCCTATTTGTAGGATTCTACTGGACTTAGTTCCTCCGA 
CGTCAGTAATCTCTTCTATGTGGGGATAAACATCCTAAGATGACCTGAATCAAGGAGGCT 
                                                             
AATTGGTGATGTTTTAGTTCCTAATGCTGGCACCCAGCGGCTCTGGCCCAGTGGCCTTCA 
TTAACCACTACAAAATCAAGGATTACGACCGTGGGTCGCCGAGACCGGGTCACCGGAAGT 
                                                             
TGGCTCCAGCTGTGGGGTGTGAGGGACTGGCCCCAGATGGGTCCTCTCCCTCCGGATTCA 
ACCGAGGTCGACACCCCACACTCCCTGACCGGGGTCTACCCAGGAGAGGGAGGCCTAAGT 
                                                             
CCTTCCCAGATCCAGCATGGGTCCTGCAGGCAATGGCGGCTGGGCTCCCCGAGGTCTTTC 
GGAAGGGTCTAGGTCGTACCCAGGACGTCCGTTACCGCCGACCCGAGGGGCTCCAGAAAG 
                                                             
TGAGATTGAGGTTCCCTTCTCAGTGGGAGTGGGCAGCTCTGCCCCGGCGGCCAGGCTGGC 
ACTCTAACTCCAAGGGAAGAGTCACCCTCACCCGTCGAGACGGGGCCGCCGGTCCGACCG 
                                                             
GACCACCCTGCAGGGCCGGACAGAGCCTTCCTCCGGGGCCGCCTTCCCAGGCAGCCGCTT 
CTGGTGGGACGTCCCGGCCTGTCTCGGAAGGAGGCCCCGGCGGAAGGGTCCGTCGGCGAA 
   LHX3 X3F  
GCCTCTCTCCAACCCGCTCGGGGCGAAATGAGCCTCGCGCTTCCGCGCTGAGCCCGGCCC 
CGGAGAGAGGTTGGGCGAGCCCCGCTTTACTCGGAGCGCGAAGGCGCGACTCGGGCCGGG 
                                                             
TGTGCGTCCCGCAGGCGCTTCGGGACCAAGTGCGCCGCGTGCCAGCTGGGCATCCCGCCC 
ACACGCAGGGCGTCCGCGAAGCCCTGGTTCACGCGGCGCACGGTCGACCCGTAGGGCGGG 
                                                             
ACGCAGGTGGTGCGCCGCGCCCAGGACTTCGTGTACCACCTGCACTGCTTTGCCTGCGTC 
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TGCGTCCACCACGCGGCGCGGGTCCTGAAGCACATGGTGGACGTGACGAAACGGACGCAG 
                   Exon3                                          
GTGTGCAAGCGGCAGCTGGCCACGGGCGACGAGTTCTACCTCATGGAGGACAGCCGGCTC 
CACACGTTCGCCGTCGACCGGTGCCCGCTGCTCAAGATGGAGTACCTCCTGTCGGCCGAG 
                                                             
 
GTGTGCAAGGCGGACTACGAAACCGCCAAGCAGCGAGGTCAGCCGAGGGGACGACGCTCC 
CACACGTTCCGCCTGATGCTTTGGCGGTTCGTCGCTCCAGTCGGCTCCCCTGCTGCGAGG 
                                                             
CACCTTTCCTGGTCTGAAAAAAATGGGGCTGAGGCCACGCCCAGGGGGGCGTCCGGGGAA 
GTGGAAAGGACCAGACTTTTTTTACCCCGACTCCGGTGCGGGTCCCCCCGCAGGCCCCTT 
  
ATTCTCTCCCCAAGCGCTCACTAAGGGGGCCTGGGCTAGGGCGGTGTAGGCAGCAGGAAG 
TAAGAGAGGGGTTCGCGAGTGATTCCCCCGGACCCGATCCCGCCACATCCGTCGTCCTTC 
     LHX3 X3R 
CCGAGGCCGGGAACGGCGGAGTCACGGACAGACCCGCGTCCCGAACCGCTTCGTTCGGTC 
GGCTCCGGCCCTTGCCGCCTCAGTGCCTGTCTGGGCGCAGGGCTTGGCGAAGCAAGCCAG 
 
CGAAGTGTGCGGCTTTTCGCCCCTGGTCGGAATTATCGCCCTAAATTCTTGGCCGCGAAG 
GCTTCACACGCCGAAAAGCGGGGACCAGCCTTAATAGCGGGATTTAAGAACCGGCGCTTC 
                                                             
GCTGGGCCATACCCACACCCTTAGAATAAAGGGGAGCCCGCGGGGAAATCAGGGTGCTTG 
CGACCCGGTATGGGTGTGGGAATCTTATTTCCCCTCGGGCGCCCCTTTAGTCCCACGAAC 
                                                             
GAGAAGGGAGCCAAGGCTGAAGGCGGGGGCGCCGTGGAGGTGCGATTTTAGGGAAGGCGC 
CTCTTCCCTCGGTTCCGACTTCCGCCCCCGCGGCACCTCCACGCTAAAATCCCTTCCGCG 
                                                             
CGCCCCCGCCCCCGCGGCAGAACCCGCCCTCCGCCGGCGCCCCCTCCACCCCAGCCCGGG 
GCGGGGGCGGGGGCGCCGTCTTGGGCGGGAGGCGGCCGCGGGGGAGGTGGGGTCGGGCCC 
                                                             
TGCTGCCCGTTTTTGCCAATCGCTCCCAGCGCCCGCGCCTTCCGAGAAGCCTGTGGGGCG 
ACGACGGGCAAAAACGGTTAGCGAGGGTCGCGGGCGCGGAAGGCTCTTCGGACACCCCGC 
         LHX3 X4F  
GGATGGGGGTGGGCACCTGAGGCCCCGACGTCCCCGCGCCGGCCGGGGTGGGAGGGCTGG 
CCTACCCCCACCCGTGGACTCCGGGGCTGCAGGGGCGCGGCCGGCCCCACCCTCCCGACC 
 
GGGTCCGGCCGGGGCCGGAGGGGCTGCCGCGCCTCACCGCTCGCCCGCCGCGCAGAGGCC 
CCCAGGCCGGCCCCGGCCTCCCCGACGGCGCGGAGTGGCGAGCGGGCGGCGCGTCTCCGG 
                                                             
GAGGCCACGGCCAAGCGGCCGCGCACGACCATCACCGCCAAGCAGCTGGAGACGCTGAAG 
CTCCGGTGCCGGTTCGCCGGCGCGTGCTGGTAGTGGCGGTTCGTCGACCTCTGCGACTTC 
  LHX3 X5F                  Exon4                                        
AGCGCTTACAACACCTCGCCCAAGCCGGCGCGCCACGTGCGCGAGCAGCTCTCGTCCGAG 
TCGCGAATGTTGTGGAGCGGGTTCGGCCGCGCGGTGCACGCGCTCGTCGAGAGCAGGCTC 
                                                             
ACGGGCCTGGACATGCGCGTGGTGCAGGTCAGCGCTCGCCCCTGCTTCCCTCCCGCCCGC 
TGCCCGGACCTGTACGCGCACCACGTCCAGTCGCGAGCGGGGACGAAGGGAGGGCGGGCG 
                                                             
GGCCTTGGGGGCCCCCGCAGAGCCGGGCGGGCGCTCACCCCGCCCCGCCCCCAGGTTTGG 
CCGGAACCCCCGGGGGCGTCTCGGCCCGCCCGCGAGTGGGGCGGGGCGGGGGTCCAAACC 
                                                             
TTCCAGAACCGCCGGGCCAAGGAGAAGAGGCTGAAGAAGGACGCCGGCCGGCAGCGCTGG 
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AAGGTCTTGGCGGCCCGGTTCCTCTTCTCCGACTTCTTCCTGCGGCCGGCCGTCGCGACC 
 LHX3 X4R    Exon5                                         
GGGCAGTATTTCCGCAACATGAAGCGCTCCCGCGGCGGCTCCAAGTCGGACAAGGACAGC 
CCCGTCATAAAGGCGTTGTACTTCGCGAGGGCGCCGCCGAGGTTCAGCCTGTTCCTGTCG 
  
GTTCAGGAGGGGCAGGACAGCGACGCTGAGGTCTCCTTCCCCGGTAGGCGGAGGGATCGC 
CAAGTCCTCCCCGTCCTGTCGCTGCGACTCCAGAGGAAGGGGCCATCCGCCTCCCTAGCG 
                                                  LHX3 X5R           
GGAGCTCGGGGGGGGACGAGCGCGCGTCGGCGGGGTCGCAGGGGTCCCAGGGAGCCCGCG 
CCTCGAGCCCCCCCCTGCTCGCGCGCAGCCGCCCCAGCGTCCCCAGGGTCCCTCGGGCGC 
                                                             
GATCTGAATTTCCCATGGAGTTAGTGGACTCCTTAAGTTCTACTTTCAAAAGCATTTCAC 
CTAGACTTAAAGGGTACCTCAATCACCTGAGGAATTCAAGATGAAAGTTTTCGTAAAGTG 
                                                             
  
TTACAGAACCTGCTCCCCCAGCACCCTCCCCGCCCTGGGTGGCCACTCCGGACCACTGCT 
AATGTCTTGGACGAGGGGGTCGTGGGAGGGGCGGGACCCACCGGTGAGGCCTGGTGACGA 
                                                             
TTTCCCCTGGTGGGGACACAATCCCTGTGGCCCGACCTGTCCCCAAGCTGGGCGCCTACG 
AAAGGGGACCACCCCTGTGTTAGGGACACCGGGCTGGACAGGGGTTCGACCCGCGGATGC 
                                                             
GGCTTTCTCATGGGGGGGTGGGCGTGTCCAGGCCGTCTCTCTGGCTCCTAGCCCTTGCAG 
CCGAAAGAGTACCCCCCCACCCGCACAGGTCCGGCAGAGAGACCGAGGATCGGGAACGTC 
                                                             
TGATTTTTAGGAGAATGGGCAGTGCATTTCGGGAAAGACTGAGTCGAAGTCCCAGCTGCT 
ACTAAAAATCCTCTTACCCGTCACGTAAAGCCCTTTCTGACTCAGCTTCAGGGTCGACGA 
                                                             
TGGAGTTGGGGGAGGGGGCTACCTGGGGTCAGGGAGAGAAGGTTCCATACCCTTCTGTGG 
ACCTCAACCCCCTCCCCCGATGGACCCCAGTCCCTCTCTTCCAAGGTATGGGAAGACACC 
 
GGCCTGGATTATTTATTTCATTCTCCGGGCACCGGGGATGCTGCGTCCCCATCTGTTGAT 
CCGGACCTAATAAATAAAGTAAGAGGCCCGTGGCCCCTACGACGCAGGGGTAGACAACTA 
                                                             
GCCCATCCTCAGAATGTGGACAAGACACTCTCTTTTGGGCTGCCTCGTGACCCGGGCTAC 
CGGGTAGGAGTCTTACACCTGTTCTGTGAGAGAAAACCCGACGGAGCACTGGGCCCGATG 
                                                             
TCACTCAGCCACTCTGGAACTAAATATCCTTGTCTGCAAAATGTGGGTGGTGGTATCTGT 
AGTGAGTCGGTGAGACCTTGATTTATAGGAACAGACGTTTTACACCCACCACCATAGACA 
                                                             
GCCCCCTTCCTAGGCTGCTGTGGGGCTGGTCCTGAAAGCCTGGGCCCTGGCTGGGCTGTT 
CGGGGGAAGGATCCGACGACACCCCGACCAGGACTTTCGGACCCGGGACCGACCCGACAA 
                                                             
CCTGACTCTGATCCCACCAGGCCTGAGACACCTGGGCTGACTCAGGGGTGAGGGCAGTGG 
GGACTGAGACTAGGGTGGTCCGGACTCTGTGGACCCGACTGAGTCCCCACTCCCGTCACC 
                                                             
AGGGGCAGGGGCAGCCATGCTCCAACAGTAGAAGGGGCCTGTTATGACCTGTCATGTGGT 
TCCCCGTCCCCGTCGGTACGAGGTTGTCATCTTCCCCGGACAATACTGGACAGTACACCA 
                                               LHX3 X6F              
GTGGGGCAGCCACTCTTTCTCCGACCCAGGGGTGCCTCCGCCTGCAGGATGGGACTCTGA 
CACCCCGTCGGTGAGAAAGAGGCTGGGTCCCCACGGAGGCGGACGTCCTACCCTGAGACT 
                                                             
GGGGCCGCAGGTGGAGGGCAGGCGCTGACTGAGCCTCTGCTTCTGTTGCAGATGAGCCTT 
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CCCCGGCGTCCACCTCCCGTCCGCGACTGACTCGGAGACGAAGACAACGTCTACTCGGAA 
                                                             
CCTTGGCGGAAATGGGCCCGGCCAATGGCCTCTACGGGAGCTTGGGGGAACCCACCCAGG 
GGAACCGCCTTTACCCGGGCCGGTTACCGGAGATGCCCTCGAACCCCCTTGGGTGGGTCC 
                                                           
CCTTGGGCCGGCCCTCGGGAGCCCTGGGCAACTTCTCCCTGGAGCATGGAGGCCTGGCAG 
GGAACCCGGCCGGGAGCCCTCGGGACCCGTTGAAGAGGGACCTCGTACCTCCGGACCGTC 
                     Exon6                                        
GCCCAGAGCAGTACCGAGAGCTGCGTCCCGGCAGCCCCTACGGTGTCCCCCCATCCCCCG 
CGGGTCTCGTCATGGCTCTCGACGCAGGGCCGTCGGGGATGCCACAGGGGGGTAGGGGGC 
                                                             
CCGCCCCGCAGAGCCTCCCTGGCCCCCAGCCCCTCCTCTCCAGCCTGGTGTACCCAGACA 
GGCGGGGCGTCTCGGAGGGACCGGGGGTCGGGGAGGAGAGGTCGGACCACATGGGTCTGT 
                                                             
CCAGCTTGGGCCTTGTGCCCTCGGGAGCCCCCGGCGGGCCCCCACCCATGAGGGTGCTGG 
GGTCGAACCCGGAACACGGGAGCCCTCGGGGGCCGCCCGGGGGTGGGTACTCCCACGACC 
                                                             
CAGGGAACGGACCCAGTTCTGACCTATCCACGGGGAGCAGCGGGGGTTACCCCGACTTCC 
GTCCCTTGCCTGGGTCAAGACTGGATAGGTGCCCCTCGTCGCCCCCAATGGGGCTGAAGG 
                                                             
CTGCCAGCCCCGCCTCCTGGCTGGATGAGGTAGACCACGCTCAGTTCTGACCCAGGCCCG 
GACGGTCGGGGCGGAGGACCGACCTACTCCATCTGGTGCGAGTCAAGACTGGGTCCGGGC 
                                                             
GCTCCACCCTGCACCTCACACGAGGGAGCTGCCCCTGGGTGGGCGGCTCGGGGCTGCTGG 
CGAGGTGGGACGTGGAGTGTGCTCCCTCGACGGGGACCCACCCGCCGAGCCCCGACGACC 
            LHX3 X6R                                                 
GGTTTCCGAGGAAGTGGGGCCAGGGCGTCAAGGGAGGGCTGGTGCCTTCGGAGCCTCCCA 
CCAAAGGCTCCTTCACCCCGGTCCCGCAGTTCCCTCCCGACCACGGAAGCCTCGGAGGGT 
                                                             
CTGCCGACCGCACAGCTCCCTCTCTGGGGGCTGAGGGACCCACCTGGCCCCTCCTCTGAC 
GACGGCTGGCGTGTCGAGGGAGAGACCCCCGACTCCCTGGGTGGACCGGGGAGGAGACTG 
                                                             
ACAGGGCTGGCCCGCCAGGTGGCCTCCCAGCAAGCCAGCCTTTTTTGTAAGCAAATTTCT 
TGTCCCGACCGGGCGGTCCACCGGAGGGTCGTTCGGTCGGAAAAAACATTCGTTTAAAGA 
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9.  Abkürzungsverzeichniss  
α-GSU  α -Glycoprotein-subunit, α Glycoproteinuntereinheit 
ADH  Antidiuretisches Hormon 
ACTH  Adrenokortikotrophes Hormon 
AS  Aminosäure 
BMP4  Bone morphogenetic Protein 4 
bp  Basenpaare 
cDNA  Rekombinante DNA 
DNA  Desoxy Ribonucleotid Acid, Desoxynukleinsäure 
E   Embryonaler Entwicklungstag 
FGF8  Fibroblast Growth Factor 8 
FSH  Follikel stimulierendes Hormon 
Gsh-4  Maus Homolog des humanen LHX4 Gens 
HD  Homeodomain, Homöodomäne 
HOX  Homöobox Cluster 
HVL  Hypophysenvorderlappen 
ID  Identity, Übereinstimmung 
Islet-1  Protein, daß zur Verminderung der Genaktivität des Insulin-Gens führt 
KO Maus Knock out Maus 
LH  Luteinisierendes Hormon   
LHX3  LIM Homeobox Gene 3 
Lin-11  Steuert die Differenzierung von Vorläuferzellen bei der Vulvaentwicklung bei 
C.elegans 
Mec-3  Wird zur Differenzierung von Berührungsrezeptoren bei C.elegans benötigt 
NPC  Nuclear Pore Complex 
NLI  Nuclein Lim Interactor 
PCR  Polymerase Chain reaction, Polymerase Kettenraktion  
Pit-1  Pituitary factor 1 
PLIM  pituitary LIM (LHX3) 
POMC  Proopiomelanocortin 
Prl  Prolaktin 
Prop-1  Prophet of Pit-1 
RNA  Ribonucleotid Acid, Ribonukleinsäure 
Rta  Rathkesche Tasche 
RT  Reverse Transskriptase 
Rpx  Rathkes Pouch homeobox 
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SLB-Protein Specific LIM binding Protein 
SP-1  Stimulatory Protein 1 
Tf  Transskriptionsfaktor 
TSH  Thyroidea stimulierendes Hormon 
X-LIM3  LIM3-Gen bei Xenopus Laevis
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Danksagung 
Ich möchte meinem Doktorvater, Herrn Prof. Pfäffle, für die gute Betreung und seine 
Hilfestellungen zur Erarbeitung diese Manuskriptes danken. 
Meinen Eltern danke ich, daß Sie mir das Studium ermöglicht und meine Neugierde von 
kleinen Beinen an gefördert haben. 
Schließlich möchte ich meinen Großeltern für die Unterstütung während meines Studiums 
danken.  
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Lebenslauf 
 
Schulbildung :                                                                                                                                     
   
1981-1985 Gemeinschaftsgrundschule Vaalserquartier 
1985-1994   Couven-Gymnasium in Aachen 
1995    Erlangen der allgemeinen Hochschulreife 
 
 
Studium:  
   
1995-2002   Medizinstudium an der RWTH Aachen 
1997    Physikum 
1998    1.Staatsexamen 
2001    2.Staatsexamen 
Praktisches Jahr: 
RWTH Aachen/ Innere Medizin 
-Prof. Floege, Prof. Matern 
Universitätsspital Zürich/ Chirurgie 
-Prof. Trentz, Prof. Meyer 
Tygerberg Hospital der University of  
Stellenbosch/Kapstadt SA/ plastische Chirurgie 
-Prof.Zeeman 
2002                                        3.Staatsexamen 
 
 
Praktische Tätigkeiten:  
 
1998  Famulatur bei Herrn Dr.Jörling, Unfallchirurgie, Heinsberg 
1999    Famulatur bei Herrn Dr. K. Reinker, Kinderorthopädie, 
   Shriners Hospital, Honolulu, Hawaii 
1999 Famulatur bei Prof.Dr.Dr. R.Ewers in der Kieferchirurgie  
                                                                   am AKH, Wien      
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